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Zur Methodik der colorimetrischen Bestimmung von Carnosin 
und Histidin mit Brom und mit dem Diazoreagens. 


Von 
N. P. Meschkowa. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium des 3. Moskauer Medizinischen Instituts 
und des Klinischen Instituts fiir Infektionskrankheiten.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1935.) 


Kinige zur Carnosinbestimmung vorgeschlagene Methoden 
habe ich eingehender gepriift. Die auf der jodometrischen Be- 
stimmung von Acrylsiiure beruhende Methode von Broude!}) ist 
die spezifischste, sie erfordert aber zu ihrer Ausfiihrung verhiltnis- 
miBig groBe Mengen an Analysenmaterial und nimmt ziemlich 
viel Zeit in Anspruch. R. Kapeller-Adler?’) bestimmte Histidin 
mit der Bromreaktion von Knoop’). Ausgehend von der Fest- 
stellung, daB verschiedene Histidinabkémmlinge wie Imidazolpropion- 
siure, Imidazolmilchs’ure, sowie Carnosin diese Reaktion nicht 
geben, benutzt R. Kapeller-Adler*) diese Methode zur Be- 
stimmung von Carnosin neben Histidin im Muskelextrakt. In 
einem aliquoten ‘'eil des Extrakts wird Histidin colorimetrisch 
mit Brom bestimmt, nachdem es zuvor als Quecksilberverbindung 
(mit dem Hopkinsschen Reagens) ausgefallt worden ist. Kin 
anderer Teil des Extrakts wird nach der Vorschrift von Broude 
hydrolysiert und im Hydrolysat in genau der gleichen Weise 
Histidin erneut bestimmt, der Zuwachs auf Carnosin bezogen. 

Die Methode von Kapeller-Adler wurde an reinen Histidin- 
lésungen, dann an Liésungen von Carnosin bei Gegenwart be- 
kannter Histidinmengen gepriift. Es ergab sich, daB die Fehler- 
breite bei reinen Histidinlésungen von 0,6—1 mg/ccm Gehalt 10°/, 
erreichen kann; weniger als 0,6 mg/ccm lassen sich nicht bestimmen 
[in Ubereinstimmung mit Louros5)]. Bei einem Histidingehalt 
von 1,0—2,0 mg/ccm nimmt der prozentische Analysenfehler ab. 
(Kinige Beispiele der Histidinbestimmung sind in Tab. 1 gegeben.) 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 15 















































































200 N. P. Meschkowa, 
Tabelle 1. 
Histidin in mg genommen | 0,6 0,8 | 0,9 71,0 | 1,2 [1,4 71,8 [2,0 
min... 0,52 | 0,77] 0,94]0,96] 1,21 | 1,43 

G. f d ? ’ ? ’ ? ? 

pee 0,58 | 0,9 | 1,02]1,02] 1,26 | 1,43 
Mittelwerte . 0,545| 0,83] 0,98 [0,99] 1,235 | 1,48] 1,77] 1,98 
Mittelwerte in 9), .... 91 104 | 104] 99 103 | 102] 98 | 99 
Anzahl von Versuchen. . 4 | 8 | e | 6 | 2 2 [ 1 1 
Histidinmenge (mg) inStan- aaa ae 

dardlésung ...... 1 1,6 2 











Reine Carnosinlésungen geben mit Brom Gelbfarbung, die mit 
steigender Carnosinmenge starker wird (reine Histidinlésungen 
geben eine violette Farbung). Bei gleichzeitiger Gegenwart von 
Histidin und Carnosin ist jedoch die Intensitaét der auftretenden 
violetten Farbung nicht der Menge des in der Lésung enthaltenen 
Histidins proportional, sondern der Summe beider*) (vgl. Tab. 2), 
aber nur so lange, als die Menge des Carnosins den Gehalt an 
Histidin nicht iibertrifft (vgl. Tab. 3). 


Tabelle 2. 




















Vorgelegte Substanzmengen in mg Gefunden 
Histidin | Carnosin | Insgesamt mg 
1 0,1 1,1 1,08 98 
1 0,3 1,3 1,27 98 
1 0,5 1,5 1,51 101 
1 0,6 1,6 1,63 103 
1 0,9 1,9 2.0 105 
1 1,0 2,0 2,0 100 
0,6 0,4 1,0 1,0 100 








*) Es handelt sich nicht um eine Addition der Firbungen. Dies wurde 
in einem Versuch gepriift, in dem Histidin und Carnosin gesondert zur 
Reaktion mit Brom gebracht wurden und erst dann die gefirbten Lésungen 
nach dem Erwirmen im Wasserbad zusammengegossen und wie iiblich auf 
10 cem aufgefiillt wurden: 














Vorgelegte Substanzmengen oo 
in mg a) oe Bemerkung 
Histidin Carnosin mg "lo 
1,0 1,0 1,08 | 54 Standardlésung 1 mg 
Histidin pro ccm 
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Zur Methodik der colorimetrischen Bestimmung von Carnosin usw. 


























Tabelle 3. 
Vorgelegte Substanzmengen in mg Gefunden 
Histidin | Carnosin Insgesamt mg | / P 
0,4 1,0 | 1,4 065 =| 46 
0,6 0,8 | 1,4 1,25 90 
1,0 | 1,5 2,5 2,15 85 
1,0 | 1,5 2,5 1,94 | 77 
1,0 | 1,8 2,8 1,94 70 
1,0 | 3,0 4,0 2,0 | 50 
1,0 | 3,0 4,0 2,17 | 54 


Bei Carnosiniiberschu8 wird ungefaihr ein ums Doppelte zu 
croBer Histidingehalt bestimmt. Eine quantitative Carnosin- 
bestimmung gelingt also bei Gegenwart von Histidin nach der 
Vorschrift von Kapeller-Adler nicht. 

Die colorimetrische Methode der Bestimmung von Histidin 
und Carnosin mit dem Diazoreagens von Pauly®) wurde zuerst 
von Weiss und Ssobolew’%) vorgeschlagen und spiter von 
Koessler und Hanke®) fiir die quantitative Bestimmung der 
genannten Verbindungen eingehend ausgebaut. Die Angaben der 
Literatur iiber die Ausfiihrung der Bestimmungen sind aber so 
widersprechend, daB sich eine spezielle Nachuntersuchung zur 
Ermittlung des Ablaufs der Reaktion als notwendig erwies. In 
der Literatur liegen Angaben vor, daB Lésungen, die verschiedene 
Imidazolverbindungen in Aquimolekularen Konzentrationen ent- 
halten, mit dem Diazoreagens verschiedene, sich mit der Zeit 
indernde Farbungen ergeben [R. Kapeller-Adler?’)]. Ferner 
verhindert die Anwesenheit einer ganzen Reihe von Substanzen 
z. B. Harnsiiure, Harnstoff, Aminosaéuren) das Auftreten der Fiar- 
bung mit dem Diazoreagens. O.Fiirth und E. Herbert Mayer’) 
weisen darauf hin, daB die Farbintensitat mit Histidinlésungen 
mit der Menge des zugesetzten Diazoreagens zunimmt, ein Maximum 
erreicht und weiter ins Braune umschligt. 

Die verschiedensten Meinungen bestanden auch hinsichtlich 
des Zeitpunkts der colorimetrischen Ablesung, denn die Angaben 
iiber die Bestindigkeit der auftretenden Fiarbung liegen weit 
auseinander !%), 


Bevor wir zu der Bestimmung von Carnosin in Muskelextrakt schritten, 
wurde eine ganze Reihe von Bestimmungen in reinen Lésungen von Carnosin*) 








*) Das Carnosin wurde aus Muskelextrakt nach der im Laboratorium 
von Prof. W.S. Gulewitsch™) iiblichen Methode dargestellt und durch 
wiederholtes Umkrystallisieren aus wiaBrig-alkoholischer Lésung gereinigt. 
15* 






































202 N. P. Meschkowa, 


und Histidindichlorid mit verschiedenen Mengen Diazoreagens angestellt, um die 
optimale Menge an Reagens festzustellen. Z. B.: 1. 0,5 cem der zu untersuchen 
den Lésung (Carnosin oder Histidin 1: 1000) + 17 cem Wasser + 3 cem Diazo- 
reagens*) + 3cem Soda, Gesamtvolumen 23,5ccem; 2. 0,5eem Lisung + 10 ccm 
Wasser + 10 ccm Diazoreagens + 3 ccm Soda, Gesamtvolumen 23,5 cem usw. 

Diese Bestimmungen wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: teil. 
wurde die Sodalésung sofort nach dem Diazoreagens zugesetzt, zum Tei 
aber nach einem gewissen Zeitintervall [E. Yorpes')]. Die colorimetrischen 
Ablesungen gegen die Standardfarbenlésung {Methylorange und Kongorot, 
Guggenheim"™)] wurde sogleich nach Zusatz aller Reagentien begonnen 
und 30—40 Minuten fortgesetzt. 

Die Versuchsergebnisse sind in Fig. 1 (Carnosinlésung) und Fig. 2 
(Histidinlésung) dargestellt. 
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Die Sodalésung wurde gleich Die Sodalésung wurde erst 
nach Zugabe des Diazo- 1—6 Stdn. nach der Zugabe 
reagens zugesetzt. des Diazoreagens zugesetzt. 


Fig. 1. Carnosin. 


Wie aus den Versuchsdata ersichtlich, ist fiir die Bestimmung 
von 0,5 mg Carnosin oder Histidin in einem Gesamtfliissigkeits- 
volumen von 24 ccm die optimale Menge (maximale, dauerhafte 
Fiarbung) des Diazoreagens 10—15 ccm fiir Carnosin und 15 bis 
20 ccm fiir Histidin. Die giinstigste Zeit fiir die colorimetrische 





*) 3 ccm Sulfanilsiurelésung (4,5 g Sulfanilsiiure + 45 cem 37°/, HCl 
auf 500 cem mit Wasser aufgefillt) werden in einem 100 cem-Kolben aut 
Eis gekiihlt, mit 3 eem frisch bereiteter 5°/, iger NaNO,-Lésung versetzt, 
5 Minuten stehen gelassen, unter Mischen weitere 12 cem der Nitritlésung 
zugesetzt und nach 5 Minuten mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Das Reagens 
ist auf Eis 5—6 Stunden haltbar. 
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Zur Methodik der colorimetrischen Bestimmung von Carnosin usw. 


Ablesung ist das Intervall von 15—25 Minuten nach Zusatz aller 
Reagentien. 

Bei der Bestimmung von Histidin ist es notwendig, 
die Sodalésung erst 1—3 Stunden nach Zugabe des Diazo- 
reagens zuzusetzen. 

Das Auftreten einer braunen Verfarbung beim Arbeiten mit 
Histidinlésungen [O. Fiirth und E. Herbert Mayer®)] wird bei 
dieser Arbeitsweise nie beobachtet, wahrend bei sofortigem Zusatz 
der Soda nach dem Diazoreagens stets ein brauner Farbton auf- 
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Die Sodalésung wurde erst 
1—6 Stdn. nach der Zugabe 
des Diazoreagens zugesetzt. 


Histidin. 


a 
Die Sodalésung wurde gleich 


nach Zugabe des Diazo- 
reagens zugesetzt. 


Fig. 2. 


tritt. Bei VergréBerung des Gesamtfliissigkeitsvolumens muB die 
Konzentration des Diazoreagens erhéht werden. In Fig. 3 ist 
die Anderung der Farbintensitaét mit 0,5 mg Histidin und ver- 
schiedenen Mengen der gewdhnlichen und einer konzentrierten”*) 
Diazoreagenslésung bei 24 und 48 ccm Gesamtfliissigkeitsvolumen 
dargestellt (vgl. Fig. 3). 

Beim Arbeiten mit konzentrierterer Diazoreagenslésung miissen 
sréBere Mengen Soda (6—9 ccm) zugesetzt werden, denn mit 


*) Pro 100 com Lésung nimmt man 6 ccm Sulfanilsiure und 30 ccm 
Na-Nitrit. 
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Zusatz von 3 ccm Soda tritt nur eine gelbe Farbung auf. Ks 
ergibt sich aus Obigem, daB nicht nur die absolute Menge an 
Diazoreagens, sondern auch dessen Konzentration fir die Er- 
zielung einer maximalen und stabilen Farbung bei der Unter- 
suchung einer bestimmten Substanzmenge ausschlaggebend ist. 


Unter Beachtung der mitgeteilten Bedingungen wurden Be- 
stimmungen verschiedener Histidin- und Carnosinmengen in einen 
Gesamntfliissigkeitsvolumen von 30 ccm ausgefiihrt. Als Vergleichs- 
wert diente der Farbwert einer Standardfarbenlisung, die gegen 
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0,5 mg Histidin oder Carnosin im gleichen Fliissigkeitsvolumen 
eingestellt war. Die Ergebnisse aller dieser Bestimmungen zeigen, 
daB die Intensitit der auftretenden Fiirbung praktisch der zur 
Bestimmung genommenen Substanzmenge proportional ist. 

Versuche, die wir iiber den Kinflu8 von Beimengungen an- 
stellten, ergaben, daB die Hemmungswirkung von Glykokoll, As- 
paraginsiiure und Harnsiure durch den Zusatz von gréferen 
Mengen Diazoreagens [Weiss und Ssobolew’)] aufgehoben werden 
kann. Die Gegenwart von Harnstoff stért die Reaktion nicht. 

Die Ergebnisse (einige Beispiele) der Bestimmungen sind in 
Tab. 4 enthalten. 
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Tabelle 4. 


EinfluB von Beimengungen auf die Diazoreaktion des Carnosins 
und Histidins. 
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: Gefunden Diazo- 
Vorgelegt ee Zusatz 
mg mg | , gesetzt ccm 








Carnosin. 


0,5 0,26 52 7 
0,5 0,43 86 12 2mg Glykokoll 
0,9 0,50 100 23 


0,5 0,27 54 5 














0,5 0,495 99 20) 6 mg Harnsiiure 


Histidin. 


0,5 0,449 | 90 15 . ; 
0,5 0,484 97 25, 6 mg Glykokoll 


0,5 0,496 | 99 1 
0,5 0,420 | 84 1 
9 











6 mg Harnsiiure 


praktisch vollstindig gleich ist. 








“ 


5 6 mg Asparaginsdiure 


Unsere Versuche haben ferner gezeigt, daB die Intensitat der 
auftretenden Farbung fiir aquimolekulare Liésungen von Carnosin 
und Histidin mit der optimalen Menge Diazoreagens (unter 
Beachtung des Zeitintervalls von 1—3 Stunden fir Histidin) 


Fiir die Bestimmung von Carnosin und Histidin muB demnach auf 
folgende Weise vorgegangen werden; es wird eine Standardfarbenlésung 


fiir eine reine Carnosinlésung mit der optimalen Menge Diazoreagens her- 
gestellt, z. B. 0,5 eem Carnosinlésung (1: 1000) + 11,5 eem Wasser + 15 cem 


Diazoreagens + 3 cem Sodalésung (Gesamtvolumen 30 ccm). 


Die auf eine solche Lésung eingestellte Farbenlésung dient fernerhin 
als Standardlésung fiir die Bestimmung von 0,5 mg oder &hnlicher Quanti- 
tiiten Carnosin in einem Gesamtvolumen von 30 ccm. Da relativ hohe 
Carnosinkonzentrationen [wie dies bereits von Weiss und Ssobolew’) 
beobachtet wurde] die Ausbildung der Firbung hemmen, muB die zu unter- 
suchende Fliissigkeit durch vorherige Verdiinnung auf eine solche Konzen- 
tration gebracht werden, bei der weiteres Verdiinnen bereits zu einer Ab- 


nahme der Farbtiefe fiihrt. 
Zum Beispiel: 


1, 1 cem Muskelextrakt + 11 ccm Wasser +15 ccm Diazoreagens 
+ 3cem Soda (Gesamtvolumen 30 cem); Firbung schwiicher als Standard- 


lésung; 


2. 0,2 cem Muskelextrakt + 11,8 cem Wasser + 15 ccm Diazoreagens 
+ 3 eem Soda (Gesamtvolumen 30 cem); Farbung gleich der Standardlésung; 
3. 0,1 cem Muskelextrakt + 11,9 com Wasser + 15 ccm Diazoreagens 


+ 3 cem Soda; Firbung gleich der Standardlésung; 
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4. 0,05 cem Muskelextrakt + 11,95 cem Wasser + 15 cem Diazoreagens 
+ 3 cem Soda; Farbung etwa halb so stark wie Standardlésung. 

Nach diesen Vorversuchen wird zur Carnosinbestimmung geschritten, 
wobei zur Beseitigung des Einflusses von stérenden Begleitstoffen auf die 
Reaktion Proben mit verschiedenen Mengen Diazoreagens angesetzt werden, 
zum Beispiel: 

1. 1 eem 10fach verdiinnt. Muskelextrakt + 11 cem Wasser + 15 cem 
Diazoreagens + 8 cem Soda (Gesamtvolumen 30 ccm); 

2. 1 ecm 10fach verdiinnt. Muskelextrakt + 6 cem Wasser + 20 ccm 
Diazoreagens + 3 ccm Soda usw. bis die Firbungsintensitat durch weiteren 
Zusatz von Diazoreagens nicht mehr erhéht wird. 

Die Bestimmung von Histidin wird auf dieselbe Weise ausgefiihrt, 
nur ist die Sodalésung 1—3 Stunden nach dem Diazoreagens zuzusetzen. 
Ferner ist es von Vorteil, konzentriertere Diazoreagenslésungen anzuwenden, 
wobei gréBere Mengen Soda zugefiigt werden. 

Die Farbenlésung bleicht beim Stehen allmihlich etwas aus; sie muf 
daher von Zeit zu Zeit nachgepriift und nach Bedarf durch frische Lésung 
ersetzt werden. Wenn man die beschriebenen Versuchsangaben in Betracht 
nimmt, so gelingt es, die Bestandteile des Muskelextrakts, die mit Diazo- 
reagens Fiirbungen geben, sowie die zugegebene Carnosinmenge quanti- 
tativ (Fehlergrenze 5—8°/,) zu bestimmen (Beispiele vgl. Tab. 5). 


Tabelle 5%). 
































A B C D=C-A 
Substanzen, 
Ww d. mit Diazo-| Carno-| Ins- |Gefunden}| p_p ' 
aiieiillion’ asser- lreagens Fiir-| sin | gesamt von — 
Nr. ~ |Menge] extrakt [bungen geben sure- i 
material : - | zuge- | ge- & Unter- 
, volumen |(als Carnosin ‘ ™ 
berechnet) geben | funden | ebenem |  gchied 
gefunden Carnosin 
g cem | mg-°/, mg-°/, | mg-° 0 mg-°/, o/, 
36 100 173,7 64,7 | 235,8 61,6 — 4,8 
2 | Rind- | 36 100 173,17 121,8 | 302,7 | 129,0 +5,6 
3 }{ fleisch | 40 100 155,4 50,3 | 206,8 58,3 +6,0 
4 40 100 155,4 59,0 | 2141 58,7 —0,5 
Zusammenfassung. 


I. Carnosin 14Bt sich mit Brom bei Gegenwart von Histidin 
nach Kapeller-Adler nicht bestimmen. 

II]. Die Diazoreaktion ist dagegen zur Bestimmung von 
Histidin und Carnosin brauchbar. 1. Es muB8 zuvor die optimale 
Quantitiit des Diazoreagens (durch Anderung der zugesetzten 
Menge oder der Konzentration) ermittelt werden, die mit der 


*) In Versuchen 1 und 83 wurde Carnosin zum Muskelextrakt vor der 
EnteiweiBung, in Versuchen 2 und 4 zum Trichloressigsiurefiltrat zugegeben. 
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gegebenen Substanzmenge bei einem bestimmten Gesamtvolumen 
der Reaktionsfliissigkeit maximale und dauerhafte Fiarbung liefert. 

2. Die auf eine solche Flissigkeit eingestellte Farbenlésung 
kann als Standardlésung fiir die gegebene Menge Histidin oder 
Carnosin dienen, soweit mit derselben Menge Diazoreagens in 
demselben Fliissigkeitsvolumen gearbeitet wird. 

3. Bei der Bestimmung von Histidin ist die Sodalésung erst 
nach Ablauf von 1—3 Stunden nach Zusatz des Diazoreagens zu 
der Histidinlésung hinzuzugeben. 

4, Bei der Bestimmung von Carnosin kann die Sodalésung 
sogleich nach dem Diazoreagens zugesetzt werden. 

5. Glykokoll, Asparaginsiure und Harnséure hemmen die 
Farbreaktion mit dem Diazoreagens; die Stérung kann durch 
Zusatz einer gréBeren Menge des Reagens iiberwunden werden. 
Harnstoff stért die Farbreaktion nicht. 

6. Bei Zusatz der optimalen Menge Diazoreagens ist die 
Intensitit der auftretenden Farbung fiir iquimolekulare Lésungen 
von Carnosin und Histidin die gleiche. 


Diese Arbeit’ wurde unter Leitung von Prof. 8S. E. Severin 
ausgefiihrt, dem ich dafiir meinen tiefsten Dank ausspreche. 


Literatur. 


L. M. Broude, Diese Z. 212, 196, 205 (1932). 

R. Kapeller-Adler, Biochem. Z. 264, 131 (1933). 

F. Knoop, Hofmeisters Beitr. 11, 356 (1908). 

R. Kapeller-Adler, Biochem. Z. 269, 263 (1934). 

N. C. Louros, Klin. Wschr. 32, 1156 (1934). 

i» Pauly, Diese Z. 42, 510 (1904). 

7. M. Weiss u. N. Ssobolew, Biochem. Z. 58, 119 (1914). 

8. Koessler u.Hanke, J. of Biol. Chem. 39, 497 (1919); 48, 527 (1920). 
9. Q. Fiirth u. Ed. Mayer, Biochem. Z. 264, 142 (1933). 


ho 
~~ f 


St wm OD 
Ps ° ° 


10. E. Yorpes, Biochemic. J. 26, 1507 (1932); W. M.Clifford u. 


V.H. Mottraum, Biochemic. J. 22, 1246 (1928); Fr. Kauffmann 
u. R. Engel, Z. klin. Med. 114, 405 (1930); J. W. Cavett, J. of Biol. 
Chem. 95, 335 (1932); K. Lang, Diese Z. 222, 3 (1933). 


11. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. pathol. chem. 


Anal., S. 861 (1924). 
. M. Guggenheim, Die biogen. Amine, S. 210. 


~~ 




















208 


Neuere Beitraige zur chemischen Zusammensetzung gesunder 
und rachitischer Knochen. 
Von 


J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi. 


(Aus dem Zootechnischen und innermedizinischen Institut der Veterinir-Abteilung 
der Universitit fiir technische und Wirtschaftswissenschaften zu Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1936.) 


Nach unseren friiheren Mitteilungen’) ist die Zusammen- 
setzung der Knochenasche nicht bestindig, insofern als mit dem 
Alter und der Ernihrung zwar verhiltnismiBig geringgradige, 
dennoch aber in diesem Zusammenhang bedeutungsvolle Schwan- 
kungen vorkommen. Es wurde des weiteren nachgewiesen, daf 
der Aschengehalt in den einzelnen Schichten der Réhrenknochen 
nicht gleichmiiBig verteilt vorkommt, daf ferner auch die Zusammen- 
setzung der Asche sich von Schicht zu Schicht andert. Dieses 
Verhalten konnten wir teils mit physiologischen Verhiltnissen, 
teils mit der mineralstofflichen Zusammensetzung der Nahrung 
in genetischen Zusammenhang bringen. Es hat sich nimlich 
herausgestellt, daB die im Knochen abgelagerten Mineralstoffe sich 
schon auf verhiltnismaiBig leichte chemische Einwirkungen in 
ihrer Zusammensetzung iindern kénnen. Auf Grund dieser Fest- 
stellungen wurde von uns, im Gegensatze zu den aus der Apatit- 
hypothese**) abgeleiteten Folgerungen, der chemische Aufbau der 
Knochensalze nicht als eine einzige grofmolekulare, vielleicht 
komplexe und leichten chemischen Kinwirkungen gut widerstehende 
Verbindung aufgefaBt, sondern als ein Gemisch verschiedener 
Salze, in der Hauptsache ein solches von Tricalciumphosphat und 
Calciumcarbonat in einem mehr oder weniger bestaindigen Ver- 
hiltnis. 

Durch die auch versuchsmibig gestiitzte eigene Auffassung 
iiber den Aufbau der Knochensalze lift sich gut erkliiren, daf 
der Mineralstoffgehalt der Knochen sich mit einer mineralstofflich 
verschiedenen Ernihrung fndern lift. Es wurde namentlich 
festgestellt, daB eine stark Ca-iiberschiissige, daher Blutalkalose 
aufrechterhaltende Nahrung in der Knochenasche bei gleich- 
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zeitiger Abnahme des P- und Mg-Gehaltes die Menge des Ca 
erhéht, andererseits eine P-iiberschiissige, daher Blutazidose ver- 
anlassende Ernaihrung die Bildung eines verhiltnismiBig P- und 
Mg-reichen Knochens zur Folge hat. Wihrend in friiheren Ver- 
suchen diese Verinderungen in verschiedenen, mit der Liings- 
achse des Knochens parallel laufenden Tiefenlagen des Knochen- 
mantels untersucht wurden, erschien in weiteren Versuchen die 
Erforschung der Veriinderungen in senkrecht zur Liingsachse des 
Réhrenknochens hergestellten Querschnitten als wiinschenswert, 
da in dieser Weise die riumliche Abgrenzung der einzelnen Schnitte 


gegeneinander besser durchfihrbar ist. 

Untersucht wurde der Femurknochen von 3 Ferkeln, von denen eins 
gesund, das zweite an azidotischer und das dritte an alkalotischer Rachitis 
erkrankt war. Futtergemisch beim gesunden Yorkshire-Ferkel (Rm. LVI, 
beim Versuchsbeginn 3'/, Monate alt): Weizenkleie 350 g, Haferschrot 50 g, 
Maisschrot 100 g, Fieischmehl 20 g, kohlensaurer Kalk 14 g und Kochsalz 
1,8 g pro 10 kg Lebendgewicht. Das zweite (Rm. LIV), beim Versuchs- 
beginn 3'/, Monate alte Ferkel (Geschwistertier des vorigen) erhielt dasselbe 
Futter ohne Kalkzugaben, die Nahrung war infolgedessen mit einem Erd- 
alkali-Alkalitiitswert (EA) von — 48,75 mg-Aquiv. ausgestattet und zog 
durch ihren P-Uberschu8 Blutazidose nach sich, wogegen die Nahrung 
seines gesund gebliebenen Geschwistertieres einen durchschnittlichen EA- 
Wert von +9,4 hatte und auch eine geniigende Ca- und P-Zufuhr gewiihr- 
leistete. Bei dem dritten Versuchstier (Rm. LIII), einem beim Versuchs- 
beginn 5 Monate alten Mangalica-Ferkel, bestand die Nahrung aus 100 ¢ 
Mais- und 200 g Gerstenschrot, 50 g Weizenkleie, 50 g Fleischmehl, 25 ¢ 
CaCO, und 1,2 g NaCl, hatte dementsprechend einen EA- Wert von 
+-103,89 mg-Aquiv. und wirkte infolgedessen alkalotisch. 

Nach Tétung durch Blutentziehung wurde der Femurknochen sorg- 
filtig von Weichteilen gereinigt, bei 60° lufttrocken gemacht, seine Linge 
gemessen und mit einer feinen Sige in zehn gleichlange Querschnitte zerlegt. 
Die in dieser Weise je einem Zehntel der Liinge des Knochens entsprechenden 
Schnitte wurden vom proximalen Ende ab gerechnet mit den laufenden 
Nummern 1—10 bezeichnet, bei 105° bis zur Gewichtsbestiindigkeit getrocknet, 
nach Abwiegen mit Ather entfettet, nach Trocknung wieder gewogen und 
schlieBlich verascht, die abgewogenen Aschenmengen in Salzsiiure geldst 
und aus dieser Lésung das CaO nach der bekannten Oxalatmethode volu- 
metrisch, das MgO und P,O, nach der Urbanyischen®) colorimetrischen 
Methode bestimmt. 

Nach den in der beigefiigten T'abelle zusammengestellten 
Zahlenangaben ist der organische Stoffgehalt der fettfreien 
Trockensubstanz am gréBten in den Epiphysen und nimmt dia- 
physenwirts ab. Dabei ergab sich sowohl im gesunden, wie in 
den rachitisch erkrankten Knochen das Maximum des organischen 
Stofigehaltes im proximalen Knochenende, somit im _ ersten 


Zehntel, das Minimum dagegen im fiinften Zehntel (in der Mitte 
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© iss Zusammen- 
» = Zusammensetzung 5 s 
= £1 der fettfreien Trockenmasse De gai 
a. 'S wal ei, & der Asche 
<* © % seme ee ——| Ca/P] 9/4 : — 
Ss” 2 Deaun. | | | HE & | | 
2 2 | subst. Asche; CaO MgO P,O, : a ES CaO | MgO} P,O, 
ra 0/4, °/, % 1% 1 % 6 II a is 
Femur eines gesunden Ferkels (Rm. LVI). 
Pp. 1 53,76 | 46,24 |23,36 | 0,70 |18,73] 2,040] 0,860 [50 153| 1,50 | 40,51 
2 45,85 | 54,15 28,34 | 0,76 2,052] 1,181 [52 188/ 1,41 | 41,72 
8 38,12 | 61,88 | 32,99/ 0,91 | 26,17] 2,063] 1,623 58,31) 1,47 , 42,28 
4 38,99 | 66,01 |35,08/ 0,94 /27,59] 2,081} 1,942 153,14! 1,42 | 41,79 
5 32,28 | 67,72 36, elas 28,47/2,080] 2,098 [53 43) 1,34 | 42,06 
6 33,39 66,61. 35,51 | 0,92 | 28,03] 2,073 1,995 [53,31) 1,38 | 42,07 
7 37,76 | 62,24 33,38 0,90 /26,13]2,091| 1,648 [53,64 1,44 | 41,99 
8 44,16 | 55,84 '29 '30 | 0,85 |23.37 2,050] 1,264 [52,46 1,53 | 41,85 
9 48,92 | 51,08 26,28| 0,79 |21,18] 2,029] 1,044 451,43) 1,54 | 41,47 
D. 10 50,58 | 49,42 25, 81/ 0,74 20.56] 2,054] 0,977 52,23) 1,49 | 41.61 
Knochen | | | 
im 44,52 155,48 29,05 0,82 /23,11]2,057] 1,246 152,36) 1,47 | 41,65 
ganzen | | | | | 
Femur eines azidotisch-rachitischen Ferkels (Rm. LIV). 
Se 4 72,57 | 27,43 |13,08| 0,41 {10,65 2,011] 0,378 [47,69| 1,49 | 38,82 
2 meet 36,31 17,72] 0,57 |14,88] 1.947] 0,570 148,79 1.57/ 40,99 
3 56,80 | 42 20 22,23 0,66 |18,59] 1,957] 0,761 151,46) 1,53 | 48,04 
4 48,86 | 51,14 |27,01 og ea 2,039] 1,047 [52,84 1,47 | 42,40 
5 45,31 | 54,69 28,68 0,79 |22,65|2,072| 1,207 152,44 1,44) 41,42 
6 48,78 51, 22 | 26, 95 0,74 a ‘BD 2,045 1,050 |52,63) 1,45 | 42,08 
7 54,52 | 45,48 |23.98| 0,71 19,06] 2,058] 0,834 [52,71 1,56 | 41,90 
8 60,85 | 39,15 20,05] 0,59 | 16,16 2,031] 0,643 [51,19 1,52 | 41,25 
9 67,61 | 32,39 | 15,45 0,48 | 112, 44/2,031] 0,479 [47,69 1,48) 38,41 
D. 10 71,71 28,29 13.97 0,44. 11,47] 1,993] 0,895 [49,41 1,57) 40,55 
Knochen | 
im » 62,73 | 37,27 | 18,71) 0,55 |15,31] 2,000] 0,594 150,20) 1,49 | 41,08 
ganzen | 
Femur eines alkalotisch-rachitischen Ferkels (Rm. LIII). 
<a. 61,28 | 38,72 | 20,19! 0,36 | 14,98] 2,206] 0,632 |52,17! 0,92 | 38,70 
2 49,76 | 50,24 |26,59/ 0,46 19,57/ 2,224] 1,010 52,92) 0,91 | 38,95 
3 43,53 | 56,47 30,95) 0,53 22,642,237] 1,297 |54,81/ 0,94 40,09 
4 37,06 | 62,94 |33,80/0,57 24,88] 2.222] 1,698 {53,70 0,90 39,53 
5 33,10 | 66,90 36,68 0,62 26,99] 2,224] 2,021 154,56 0,92 | 40,15 
‘ 34,58 | 65,42 85,25 0,60 25,92] 2,225] 1,892 |53,89/ 0,91 39,62 
7 37,87 | 62,13 34,57, 0,57 24,96] 2,266] 1,641 155,66) 0,92 40,19 
8 46,85 | 53,15 |28,99| 0,48 20,93] 2.266] 1.403 54,55) 0,89 | 39,38 
9 55,02 | 44,98 24,64 0,41 17,68]2,281] 0,818 ]54,78 0,91 | 39,30 
D. 10 57,05 42,95 23,96 0,87 17,07] 2.297] 0,753 155,79 0,85 | 39,75 
Knochen | 
im 48,22 51,78 28,05 0,48 20,42] 2,247] 1,074 [54,17 0,92 39,44 
ganzen 
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der Diaphyse), wobei die Werte im distalen Knochenende etwas 
niedriger stehen als im Bereiche der proximalen Epiphyse. Auch 
sind weiterhin héhere Werte fiir den organischen Stoffgehalt der 
erkrankten Knochen ersichtlich, wobei der geringe Unterschied 
zwischen dem gesunden und dem alkalotischen rachitischen 
Knochen, entsprechend dem bedeutenderen Altersunterschiede der 
betreffenden zwei Tiere, auf einen EKinflu8 des Alters zuriick- 
gefiihrt werden muB. 

Es laBt sich fernerhin feststellen, daB auf den organischen 
Stofigehalt der fettfreien Trockenmasse, abgesehen von Unter- 
schieden nach Rasse und Kinzeltier, hauptsichlich das Lebens- 
alter, auBerdem der Grad der rachitischen Erkrankung sowie 
die Fiitterungsweise von KinfluB sind. Dasselbe gilt fiir den 
Aschengehalt der fettfreien Trockenmasse, welcher Wert sich 
aber im Vergleich mit dem organischen Stoffgehalt in umgekehrter 
Richtung verschiebt, insofern als man den niedrigsten Aschen- 
gehalt in den Epiphysen und da am proximalen Knochenende, 
etwas héheren Wert in der distalen Epiphyse vorfindet, waihrend 
das Maximum des Aschengehaltes sowohl im gesunden, wie im 
kranken Knochen im Bereiche des 5. Zehntels, somit in der 
Mitte der Diaphyse anzutreffen ist. Die Abnahme des Aschen- 
gehaltes im Bereiche der Epiphysen steht im Zusammenhang mit 
der daselbst vor sich gehenden lebhaften Gewebszubildung und 
dem Vorhandensein von Knorpelgewebe. In dieser Beziehung 
muB8B man aber einen Unterschied machen zwischen gesunden und 
kranken Tieren. Wihrend namlich im 1. Teilstiick des gesunden 
Knochens der minimale Aschengehalt 68,18°/, des im 5. Zehntelteil 
gefundenen Maximalwertes betrigt, erreicht er bei azidotischer 
Rachitis bloB 50,15°/,, und bei alkalotischer Rachitis 57,88°/,. Diese 
Zahlenwerte sind zwar bedingt durch den Gleichgewichtszustand 
zwischen dem Gewebszuwachs und der Einlagerung von Mineral- 
stoffen und werden dementsprechend durch das Lebensalter be- 
einfluBt, es steht aber trotzdem aufer Zweifel, daB bei gleich- 
bleibendem Lebensalter unter normalen Ernihrungsverhiiltnissen 
stets héhere Werte zu erwarten sind, als bei rachitischen Tieren. 

Der CaQO-, MgO- und P,O,-Gehalt der fettfreien Trocken- 
masse dndert sich in den verschiedenen Querschnitten in gleicher 
Richtung wie der Aschengehalt. Auf Grund der fiir den Gesamt- 
knochen berechneten Zahlenangaben sieht man, daB durch vor- 
handene Rachitis der Aschen-, CaO-, MgO- und P,O,-Gehalt 
des Knochens herabgemindert wird, wenn auch nicht gleichmiBig 
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in seinen einzelnen Bestandteilen. Es nimmt namentlich bei 
Azidose mehr der CaQ- als der P,O,-Gehalt ab, wahrend bei 
Alkalose gerade das Gegenteil und daneben auch im Verhiltnis 
zum CaO eine auffillige Verminderung des MgO-Gehaltes zu 
beobachten ist. 

Der Ca/P-Quotient, als ein gut orientierendes Merkmal 
desjenigen Zustandes, der zu einer rachitischen Erkrankung 
Anla8 gibt, 1aBt in den einzelnen Knochenschichten fortlaufende 
Anderungen erkennen. Er erreicht namentlich seine héchsten 
Werte sowohl im gesunden Knochen wie bei azidotischer Rachitis 
im Bereiche der Diaphyse, woraus darauf zu schlieBen ist, daB in 
den Epiphysen ein verhaltnismafig saurerer Mineralstoff abgelagert 
wurde als in der Diaphyse. Demgegeniiber wichst bei alkalotischer 
Rachitis der Ca/P-Quotient nach der distalen Epiphyse zu, die 
distale Epiphyse enthalt somit eine stiarker basische Asche als 
das proximale Knochenende. Trotzdem lJaBt sich aber sowohl 
hinsichtlich der einzelnen Querschnitte als auch im Gesamtknochen 
feststellen, daB im Verhialtnis zu den Werten im normalen Knochen, 
der Wert von Ca/P bei vorhandener Azidose herabgemindert, bei 
Alkalose im Gegenteil erhéht wird. Dieser Umstand gestattet 
mindestens in biologischer Beziehung einen Unterschied zu machen 
zwischen den zwei Entstehungsformen der Rachitis und in dieser 
Weise auch einen SchluB zu ziehen auf die Natur der rachitis- 
erzeugenden Kinwirkungen. 

Fiir die Angabe des MaBes der Mineralstoffeinlagerung bzw. 
fiir die Bezeichnung des Grades der rachitischen Erkrankung 
entspricht am besten der auf Grund des Aschen- und orga- 
nischen Stoffgehaltes in der fettfreien Trockenmasse 
berechnete Quotient, weil er dariiber Aufklirung erteilt, in 
welchem Mae sich in die organische Knochengrundsubstanz 
Mineralstoffe eingelagert haben, wobei der Zahlenwert der Mineral- 
stoffsittigung weniger durch das Lebensalter als durch eine un- 
zweckmifige Ernihrung beeinflu8t wird. Im iibrigen findet sich 
der héchste Zahlenwert fiir die mineralstoffliche Sattigung, ihn- 
lich wie fiir den Aschengehalt, im 5. Zehntel, der niedrigste in 
den Epiphysen. Durch rachitische Erkrankung, besonders bei 
azidotischer Herkunft, wird der Sattigungswert auffallend und so 
weit herabgedriickt, daB der Unterschied nicht einmal durch einen 
vierteljahrlichen Altersunterschied ausgeglichen werden kann. 

Nicht in demselben Mae, trotzdem aber ebenfalls fiir die 
Kennzeichnung des rachitischen Zustandes geeignet erscheinen 
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auch die Zahlenwerte hinsichtlich der Zusammensetzung der 
Knochenasche. Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist die Zu- 
sammensetzung der Knochenasche nicht einmal in demselben 
Knochen iiberall gleich, sie wechselt vielmehr von Schicht zu 
Schicht. Es ergab sich namentlich, da8 die Asche von normalen 
sowie von azidotisch-rachitischen Knochen in der Nahe der 
Epiphysen weniger, in der Diaphyse mehr CaO und P,O, enthiilt, 
wobei auffallenderweise der MgO-Gehalt im Bereiche der Diaphyse 
niedriger gefunden wird als in der Nihe der Knochenenden. Zieht 
man auBerdem auch in Betracht das Verhalten des Ca/P-Quo- 
tienten in den verschiedenen Querschnitten, so fallt ein aus- 
gesprochener Parallelismus auf zwischen der bis zur Diaphyse 
fortschreitenden schichtweisen Anderung in der Zusammensetzung 
des Femurknochens einerseits und derjenigen Anderung der Zu- 
sammensetzung andererseits, die sich in den je nach dem Alter 
verschieden weit entwickelten Skeletteilen darbietet. In _bio- 
chemischer Beziehung sprechen diese Angaben dafiir, daB so- 
zusagen jede Etappe der verhiltnismifig langdauernden Skelett- 
entwicklung sich in jedem der aus den verschiedenen Héhen des 
Femur und wahrscheinlich auch der iibrigen Réhrenknochen her- 
gestellten Querschnitte widerspiegelt. Die einzelnen Femurquer- 
schnitte bringen daher in chemischer Beziehung ein treues Bild 
iiber den Entwicklungsgang im Gesamtskelett. 

Aus dem Umstande, daf in der Asche des alkalotisch-rachi- 
tischen Knochens sich die héheren CaOQ- und P,O,-Werte in dem 
distalepiphysenseitigen Abschnitte befinden, wihrend der MgQ- 
Gehalt in der Richtung nach der proximalen Epiphyse zu steigt, 
mu8 man darauf schlieBen, daB zwischen dem CaQ- und dem 
MgO-Gehalt der Knochenasche ein umgekehrtes Ver- 
haltnis besteht und daB dementsprechend mit dem Steigen des 
CaO-Wertes eine Verminderung des MgQO-Gehaltes vonstatten 
geht. Hiermit im Zusammenhang ist bei alkalotischer Rachitis 
der Ca/Mg-Quotient charakteristisch und auffallend héher (58,9) 
als im normalen (35,6) und im azidotisch rachitischen Knochen 
(33,7). Es 1&Bt sich fernerhin aus den fiir den ganzen Knochen 
ermittelten Zahlenwerten feststellen, da8 eine durch unzweck- 
miBige Ernihrung aufrechterhaltene Azidose den CaO-Gehalt in 
der Knochenasche vermindert und unwesentlich auch deren MgO- 
und P,O,-Gehalt verindert, eine vorhandene Alkalose im Gegen- 
teil den Gehalt an CaO stark vermehrt, andererseits den MgO- 
und P,O,-Gehalt wesentlich verringert. 
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Die angefiihrten Untersuchungsergebnisse zeugen dafiir, dai 
jede die Einlagerung von Knochensalzen beeinflussende Kin- 
wirkung die Zusammensetzung nicht nur im Bereiche der jiingsten 
Knochenzubildungen (Metaphysengegend), sondern auch in den 
schon friiher gebildeten Knochenteilen (Diaphyse) deutlich ver- 
indert, wenn auch weniger auffallend an der zuletzt angefiihrten 
Stelle. Diese in jedem Querschnitt des Knochens erkennbare 
Wirkung der die Verkalkung ungiinstig beeinflussenden Anlisse 
spricht dafiir, daB der mineralstofiliche Anteil des Knochens sich 
in reaktionsfahigem Zustande abgelagert vorfindet, daB ferner die 
Knochen mit allen ihren Teilen, somit in ihrer Gesamtmasse am 
Stoffwechsel des Organismus beteiligt sind. Dementsprechend 
darf das Skelett nicht ausschlieBlich als eine Vorratsquelle fiir 
Mineralstoffe aufgefaBt werden, deren Hauptziel die Festigkeits- 
sicherung des Skelettes wire. Aber auch als reiner Basenvorrat 
darf der Mineralstoffgehalt der Knochen nicht betrachtet werden, 
weil er bei Azidose und Alkalose den gleichen dimpfenden Einflub 
ausiibt. Dementsprechend traigt die Knochenzusammensetzung 
bei alkalotischer Ernaéhrung einen mehr basischen, bei azidotischer 
Ernihrung mehr sauern Charakter. Dies wird nur durch die 
Annahme erklirlich, da8 neben dem Tricalciumphosphat, das die 
Hauptmasse des Knochens darstellt, auch eine basische Verbindung, 
Kalkcarbonat, vorhanden ist und da8 letzten Endes durch die im 
Verhiltnis zum Tricalciumphosphat stehende jeweilige Menge des 
Kalkcarbonats der Reaktionscharakter der im Knochen abgelagerten 
Mineralstoffe bestimmt wird. Diese reaktionsregelnde Tatigkeit 
des Knochenskelettes lieBe sich schwer erkliren durch die An- 
nahme einer einzigen, groBmolekularen oder komplexen Verbindung 
und noch schwerer lieBe sie sich in EKinklang bringen mit der 
Natur der verhaltnismaBig sehr bestiindigen apatitiihnlichen Ver- 
bindungen. Unsere Untersuchungsergebnisse stellen es 
auBer Zweifel, daB die Hauptmasse des Mineralstoff- 
gehaltes im Knochenskelett nicht durch eine apatit- 
ihnliche Verbindung, sondern durch ein Gemisch von 
Tricalciumphosphat und Kalkcarbonat gebildet wird. 


Literatur. 


1. J. Marek, O. Wellmann u. L. Urbanyi, Diese Z. 226, 3 (1934). — 
2. Dieselben, Diese Z. 234, 165 (1935). — 3. Th. Gassmann, Diese Z. 70, 
160 (1910/11). — 4. R. Klement, Diese Z. 184, 182, 237 (1929). — 
5. L. Urbanyi, Mezégazdasagi Kutatasok 4, 39, 163 (1931); 6, 135 (1933). 
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Phosphate und Phosphatstoffwechsel in roten Blutzellen. 


Von 


Hans yon Euler und Knut M. Brandt. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1936.) 


A. Einleitung. 


In der Verkniipfung des Kohlenhydrat- und Phosphatstoff- 
wechsels in roten Blutzellen mit der Blutbildung und der sie be- 
dingenden Nahrungszufuhr einerseits und dem Stoffwechsel der 
Muskeln andererseits liegen zentrale Probleme der Biochemie, 
welche im wesentlichen noch ungeklirt sind. Die Enzymsysteme 
der roten Blutzellen sind teils auf anaeroben, teils auf aeroben 
Zuckerabbau eingestellt'). In kernlosen Zellen tritt iiberwiegend 
Glykolyse ein und zwar ist die glykolytische Fahigkeit je nach 
der Tierart sehr verschieden; in den kernhaltigen Vogelblutzellen 
tritt hingegen die Atmung stark hervor. Zu diesen Enzym- 
systemen des Zuckerumsatzes in Blutzellen gehéren als wesentliche 
Bestandteile die an ihrem Phosphatumsatz beteiligten Stoffe. 

Als Zwischenprodukte kommen im Blut, wie im Muskel, 
Hexosephosphorsiuren, Triosephosphorsiuren, Phospho- 
brenztraubensiure,Phosphoglycerinsiure und Diphospho- 
glycerinsiure[Goodwin und Robison”), Greenwald’), Meyer- 
hof] in Betracht. Nachgewiesen ist ferner Glycerinphosphor- 
siure. — Die in roten Blutzellen vorhandenen Nukleotide‘*) diirften 
z.'l. dem kernhaltigen Stadium der jungen Zellen entstammen; 


!) Uber aerobe und anaerobe Glykolyse im Kaninchen- und Giinseblut 
vgl. iltere bemerkenswerte Versuche von Negelein, Biochem. Z. 158, 121 
(1925). 

*) Biochemie. J. 18, 1161 (1924). 3) J. of Biol. Chem. 65, 339 (1925). 

*) Auf den Befund, da8 Adenylsiure bei Aniimien erniedrigt ist, kommen 
wir bald zuriick. — Uber Adeninnucleotide im Blut vgl. Bess, Arch. f. 
exper. Path. 76, 40 (1914); Buell, J. of Biol. Chem. 108, 273; 112, 523 (1935). 
Vgl. auch die Arbeiten von Ostern u. Parnas, Biochem. Z. 248, 394 (1984) 
sowie Parnas, Biochem. Z. 206, 16 (1929). 
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sie entstehen auch im spiteren kernlosen Entwicklungsstadium der 
Zellen des Siugetierblutes aus Nucleinsiuren und fungieren als 
Zwischenprodukte und Aktivatoren. Die Aktivatorfunktion des 
Adenosintriphosphates, von Meyerhof im Muskelgewebe 
nachgewiesen, tritt auch in den roten Blutzellen auf?), 

Sowohl t-Adenylsiure (Muskeladenylsiure) und Adenosin- 
triphosphorsaéure als Co-Zymase und Co-Dehydrase I gehéren 
dem Kohlenhydrat- und Phosphatstoffwechsel an und Andern in 
den Blutzellen unter anormalen Bedingungen (Avitaminosen ein- 
schlieBlich Animie) ihre Konzentration. 

Phosphagen, welches im Muskel bekanntlich eine wesent- 
liche Rolle im Stoffwechsel spielt, ist in roten Blutzellen nicht 
oder nur in ganz kleinen Mengen gefunden worden’). 

Uber das Vorkommen des Blutzuckers bzw. der Glucose liegen 
wechselnde Angaben vor. Nach Rona und Michaelis‘) sowie 
nach Rona und Takahashi‘) verhalten sich die Blutkérperchen 
verschiedener Tiere hinsichtlich des Zuckergehaltes sehr ungleich- 
artig. Die des Menschen und des Hundes sollen zuckerhaltig 
sein, die des Kaninchens und Rindes nicht. Lyttkens und 
Sandgren®) fanden aber beim Mensch, Kaninchen, Rind, Schaf, 
Meerschweinchen u.a. keine Glucose, sondern andere reduzierende 
Stoffe. Die roten Blutzellen stehen hinsichtlich des Blutzuckers 
und zum Teil wohl auch hinsichtlich der Zuckerphosphate mit 
dem umgebenden Medium (Serum) in Gleichgewicht und geben 
ihre Reaktionsprodukte an das Serum bzw. durch Vermittlung 
des Serums an andere Organe ab. 

Uber die Phosphatverteilung und die glykolytische Fahig- 
keit des Blutes sind bereits mehrere Untersuchungen angestellt 
worden. Unter den ersten sind diejenigen von Lawaczeck®*) 





1) Vel. Meyerhof, Naturw. 19, 575 (1931) und Biochem. Z. 246, 249 
(1932). — Barrenscheen u. Filz, Biochem. Z. 240, 409 (1931). 

*) Vgl. Eggleton u. Eggleton, J. of Physiol. 68, 193 (1929). — 
Abdon, K. fysiogr. Sillsk., Lund, férhandl. 5, Nr. 14 (1985). — Auch Kerr 
u. Dauod {J. of Biol. Chem. 109, 301 (1935)] fanden in den von ihnen unter- 
suchten 3 Fiillen in Hundeblut kein Phosphagen. — Dagegen sollen nach 
Dische [(Biochem. Z. 280, 248 (1935)] wie nach einigen friiheren Verfassern 
(Bomskoyv; Greb u. Laszlo) Phosphagen in kleinen Mengen in roten 
Blutkérperchen vorkommen; Suzuki, Nakahara u. Inukai, Sci Papers 
Int. phys. chem. Res. Nr. 594 (1935). 

3) Biochem. Z. 16, 60 (1909); 18, 514 (1909). 

4) Biochem. Z. 30, 99 (1911). 

*) Biochem. Z. 26, 382 (1910); 31, 151 (1911); vgl. auch Irving, Biochem. 
Z. 20, 1320 (1926). 6) Biochem. Z. 145, 351 (1928). 
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und Roche!) und Kay?) (Nachweis der Hexosephosphorsiiure) 
yu erwibnen. 
Engelhardt’) hat z.T. mit Ljubimova‘) fiir mehrere Tier- 
arten den Quotienten 
Mol. gebundene Phosphorsiiure 
Mol. verschwundener Zucker 





ermittelt und u. a. folgende atsachen gefunden: 

1. Kernlose Erythrozyten kénnen durch Zusatz von Methylen- 
blau weitgehend auf aeroben Stoffwechsel iibergefiihrt werden; 
wird die iibrigbleibende Glykolyse durch Fluoridzusatz vdllig auf- 
cehoben, so werden bei der Methylenblauatmung gréBere Mengen 
PO, organisch gebunden®). 

2. Die Hemmung der Atmung bei kernhaltigen Taubenerythro- 
zyten hat einen sehr schnellen Zuwachs an anorganischer Phos- 
phorsiiure zur Folge. Dies wurde auf das Ausbleiben der Re- 
synthese zuriickgefiihrt, die normalerweise durch die Atmung 


| — hervorgerufen wird. 


3. Blausiiure, Kohlenoxyd und Urethan hemmen die Atmung 
der roten Blutzellen; die dabei beobachtete Zunahme der Phos- 
phorsiure ist durch den Zerfall des Adenosintriphosphates bedingt °). 








Re 


Unter den Bedingungen wahrer Anaerobiose in kernhaltigen Blut- 
kérperchen findet ein Zerfall von Pyrophosphat statt. Das Aus- 
bleiben dieser Spaltung unter aeroben Bedingungen wird durch 
das Vorhandensein eines Kreislaufs erklirt, wobei das Pyrophos- 
phat auf Kosten der Atmung fortlaufend resynthetisiert wird. 

»Hs erscheint berechtigt, der Adenylpyrophosphorsiure eine 
Co-Fermentfunktion bei der Atmung zuzuschreiben und das Adenyl- 
pyrophosphat als einen Bestandteil des Co-Fermentkomplexes der 
Atmung zu betrachten.“ 


1) Bull. Soe. Chim. biol. 12, 636 (1930). Vgl. hierzu die Bemerkung 
in Robisons Monographie: Significance of Phosphoric Esters in Metabolism. 
S. 69, New York 1932. 

*) J. of Physiol. 65, 374 (1928). Er fand die Verteilung der Phosphat- 
ester in den Blutarten verschiedener Tiere sehr verschieden. 

3) Biochem. Z. 227, 6 (1930). 

4) Engelhardt u. Ljubimova, ebenda 227, 16 (1930). 

5) In diesem Zusammenhang ist auch an die Versuche von Runnstrém, 
Lennerstrand u. Borei [Biochem. Z. 271, 15 (1934)] zu erinnern, welche 
zu Vollbluthimolysat auBer Methylenblau noch Hexosemonophosphat und 
Co-Zymase zusetzten. Sofern die Dehydrierung von Hexosemonophosphat 
in Betracht kommt, diirfte hierbei Co-Dehydrase II wirksam gewesen sein. 

*) Engelhardt, Biochem. Z. 251, 343 (1932). 

16* 
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Zur Untersuchung der Verteilung des siureléslichen Phosphors 
in Erythrozyten verschiedener Tiere haben Kerr und Dauod?) 
das in 7 Minuten durch n-HCl bei 100° abgespaltene Phosphat 
und zugleich den Purinnucleotidgehalt bestimmt. In 76°/, der 
untersuchten Blutproben konnte der Gehalt an Nucleotid das 
hydrolysierbare Phosphat als Adenosintriphosphorsiure erkliren. 
Auch Morgulis und Munsell’) haben die Verteilung und die 
Menge der Phosphatester in verschiedenen Blutsorten sowie die 
glykolytische Wirksamkeit derselben studiert. 

In himolysierten Erythrozyten des Menschen fand Dische’) 
nach Zusatz von Neuberg- oder Embdenester einen Zerfall 
von Hexosemonophosphat bei Kérpertemperatur. Aus seinen 
spiteren Versuchen‘) ergab sich, ,daB8 dem Zerfall des Hexose- 
monophosphats eine Phosphorylierung desselben vorangeht, wobei 
mindestens ?/, der veresterten Phosphorsiure durch Ubertragung 
derselben von der Adenosintriphosphorsiure (ATP) auf den Zucker- 
ester erfolgt“. Dieser Nachweis ist bemerkenswert fiir die Kenntnis 
des Zusammenhangs der einzelnen ‘Teilprozesse der Glykolyse 
untereinander. AuBer der von Parnas sowie Meyerhof und 
Lohmann fir den Muskelextrakt nachgewiesenen Umesterung 
der Phosphobrenztraubensiure fand Dische noch einen zweiten 
Mechanismus der Rephosphorylierung der Adenylsiure und zwar 
,wird sowohl in intakten Erythrozyten wie im himolysierten Blut 
der Abbau des Hexosediphosphats in Anwesenheit von 0,05 m 
NaF durch Zusatz von Brenztraubensiure stark beschleunigt, 
wobei gleichzeitig eine Vermehrung des leicht abspaltbaren P und 
eine Verminderung des unmittelbar bestimmbaren P stattfindet“. 
Auf die Phosphorylierung und den Zerfall der Hexosemonophos- 
phate hatte dagegen die Adenylsiiure keinen Hinflub. 

Die Einwirkung der Cytolyse auf die Atmung und auf das 
glykolytische Vermégen des Blutes und die damit zusammen- 
hingenden Verinderungen des Blutphosphates sind von Warburg’) 
und von Meyerhof®) studiert worden. Die kiinstliche Atmung 
verschwindet, wenn das Blut mit einem gleichen Volumen Wasser 
cytolysiert wird. Wird Robisonester zugesetzt, so tritt Atmung 
von neuem auf, wiihrend Zusatz von Glykose allein keine Wirkung 
hat. Nach Meyerhof erhilt man kriftig glykolysierende Himo- 








a, 





) 


1) J. of Biol. Chem. 109, 301 (1935). *) Biochem. Z. 278, 89 (1935). 
5) Dische, Naturw. 22, 51, 855 (1934). 
*) Biochem. Z. 280, 248 (1935). 

‘) Biochem. Z. 238, 131 (1931). ®) Biochem. Z. 246, 249 (1932). 
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lysate nur dann, wenn man die Himolyse bei 0° bis — 1° vor 
sich gehen laBt und jede Temperaturerhéhung vor Zusatz des 


Kohlenhydrats vermeidet. Ohne Zusatz von spaltbarem Kohlen- 
hydrat verschwindet die glykolytische Fihigkeit schnell (bei 38° 
innerhalb 20 Minuten). Bemerkenswert ist sein Ergebnis, daB in 
Anwesenheit desselben Co-Enzymsystems wie im Muskel ein 
Zuckerumsatz in strukturfreiem Erythrozytenextrakt erfolgt, der 
in seiner GréBe die Glykolyse der Blutkérperchen ums mehrfache 
iibertreffen kann und auch hier unter gleichzeitiger Bildung von 
Hexosephosphorsiureestern zustande kommt. 

Mit Hilfe der in diesem Institut an Muskeln und an Gehirn- 
substanz gewonnenen Erfahrungen iiber Glykolyse, Phosphorylie- 
rung und Umphosphorylierung wollten wir die Anomalien fest- 
stellen, welche in dieser Hinsicht in den roten Blutzellen avita- 
minotischer Tiere auftreten. Die einschligigen Untersuchungen an 
Blut avitaminotischer Tiere haben sich bis jetzt meist auf Phos- 
phatasen beschriinkt!) — es sei auf die Untersuchungen an 
rachitischem Blut von Demuth?) und von Jiger’) verwiesen — 
wihrend das Enzymsystem im iibrigen — Heterophosphatese und 
ihr Co-Enzym, Zymohexase, Co-Dehydrasen und ihre Zusammen- 
wirkung mit Vitamin D*) nur wenig beachtet wurde. Im Enzym- 
system der roten Blutkérperchen sind die Dehydrasen noch weiter 
zu charakterisieren; bekannt sind bis jetzt nur die Robisonester- 
dehydrase von Warburg und das von Meyerhof abgeschiedene 
milchséurebildende Enzym aus Rattenblutzellen. Flavinenzym 
scheint in roten Blutzellen nur in verhiltnismaBig sehr kleinen 
Mengen vorhanden zu sein. 

Unbekannt ist auch das Mengenverhiltnis von Co-Dehydrase I 
und JI, welche hier vielleicht zur Steuerung von Atmung und 
Glykolyse beitragen. Die Co-Zymase ist in den stark atmenden 


1) Eine grundlegende Untersuchung iiber Phosphatase in normaler 
Blutzelle verdankt man Martland, Hansman u. Robison (Biochemie. J. 
18, 1152 (1924); vgl. auch Martland, ebenda 19, 117 (1925)]. 

*) Biochem. Z. 159, 415 und 166, 162 (1925). 

*) Z. f. Kinderheilk. 44, 358 (1927). 

*) Wie schon vor lingerer Zeit [Euler u. Myrbick, Diese Z. 148, 
180 (1925) betont wurde scheint Vitamin D (nach unserer friiheren Bezeich- 
nung Al) ,,in héherem Grad als man bis jetzt angenommen hat, von ge- 
wissen, in den roten Blutkérperchen und im Knochenmark lokalisierten 
Vorgiingen abzuhingen, an welchen auch die Enzyme des Phosphatstoff- 
wechsels und zwar sowohl des Nucleinstoffwechsels als diejenigen der Zymo- 
phosphate, Kohlenhydratdiphosphorsiure und Kohlenhydratmonophosphor- 
siure beteiligt sind“. 


































99.0 Hans von Euler und Knut M. Brandt, 


kernhaltigen Vogelblutzellen nach Euler und Nilsson!) viel reich- 
licher vertreten als in den kernlosen Blutzellen. 


Methodik. 


Simtliche Versuche sind mit cytolysierten Blutzellen ausgefiihrt worden. 
Das Blut der betreffenden Tiere wurde unmittelbar nach dem Schlachten 
defibriniert und abgekiihlt, die abzentrifugierten roten Blutkérperchen wurden 
2mal mit kalter physiol. NaCl-Lésung gewaschen und mit der 11/, fachen 
Menge des urspr. Blutvol. Wasser cytolysiert. Nach etwa 2 Min. wurde das 
Cytolysat mit der Hilfte des urspriinglichen Blutvolumens von 25°/, iger 
Trichloressigsiure gefillt. Das ganze lie} man 15 Minuten bei Zimmer- 
temperatur digerieren und zentrifugierte dann. Bei der Untersuchung des 
Rind- und Schafblutes war im Schlachthaus das defibrinierte Blut beim 
Transport mit Eis gekiihli. Eine Verinderung der relativen Phosphat- 
verteilung (vgl. unten) durch die Zeit zwischen dem Schlachten und der 
Aufarbeitung des Blutes (etwa 1 Stunde) konnte nicht beobachtet werden. 
Die iibrigen Versuchstiere (Ratten und Meerschweinchen) wurden im Institut 
geschlachtet und unmittelbar verarbeitet. An Rattenblut wurde festgestellt, 
daB die gleichen Werte an anorganischem PO, und an Phosphatestern (durch 
Hydrolysekurve) erhalten wurden, sei es, da8 das Blut unmittelbar oder 
nach 2 stiindigem Verweilen in der Kilte verarbeitet worden war. Eine 
Anderung der Phosphatverteilung auf Grund der nach der Cytolyse ein- 
tretenden Reaktionen (innerhalb der Zeit, in welcher das Cytolysat mit 
Trichloressigsiure gefillt wurde) konnten wir nie beobachten. So wurde 
z. B. im Cytolysat von Kuhblut auch dann keine Verinderung der Phos- 
phatverteilung wahrgenommen, wenn dieses bei Zimmertemperatur 30 Mi- 
nuten lang stand. Um zu ermitteln, ob sich die urspriingliche Phosphat- 
verteilung wéhrend des Cytolyseverlaufes andert, wurden in zwei Parallel- 
versuchen einerseits die gewaschenen und in physiologischer Kochsalzlésung 
suspendierten roten Blutkérperchen, andererseits die gleiche Menge der zum 
gleichen Volum cytolysierten Blutkérperchen mit Trichloressigsiure gefiillt. 

In beiden Versuchen erhielten wir die gleichen P-Werte, nur mit Aus- 
nahme fiir das anorganische Phosphat; hier ergab sich statt des normalen 
Wertes von etwa 4°/, des Gesamt-P im Cytolysat nur 2°/, anorganisches 
Phosphat fiir die direkt gefillten Blutkérperchen, was also auf eine kleine 
Spaltung bei der Cytolyse hindeutet. 

Himolysat des Taubenblutes. Im Trichloressigsiéurefiltrat dieses 
Hiimolysates entsteht mit Molybdatreagens eine Fillung (und Griinfirbung); 
deswegen muB8 die bei der Himolyse entstehende schleimige Substanz vor 
der Phosphatbestimmung abzentrifugiert werden, worauf inan die Bestimmung 
am iiberstehenden klaren Himolysat ausfiihrt. Im Rattenbluthimo- 
lysat wurde dagegen die Phosphatfillung zusammen mit der bei der 
Hiimolyse ausfallenden eiweiBartigen Substanz vorgenommen. Die Resultate 
hinsichtlich der Phosphatverteilung im Taubenblut sind wegen dieses Unter- 
schiedes in der Methodik vielleicht nicht exakt vergleichbar mit den mit 
dem Blut der tibrigen Tiere erhaltenen. 





) Diese Z. 162, 63 (1926). Co-Zymase im Blut: vgl. Jorpes, Euler 
u. Myrbick, Diese Z. 155, 153 (1926). — Ferner Virtanen u. Simola, 
Ann. Acad. Sci. Fenn. A. 26, Nr. 11 (1926). 
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Die Phosphatbestimmungen wurden im Trichloressigsiurefiltrat aus- 
gefiihrt nach der von Teorell angegebenen Ausfiihrungsform der Methode 
von Fiske-Subbarow. Die Bestimmungen wurden stets ausgefiihrt mit 
Standard und einer Kontrollprobe. 

Simtliche Hydrolysen wurden durch 1n-HCl in eingeschmolzenen 
Rodhren durch Erhitzen im kochenden Wasserbad ausgefiihrt. Anorganisches 
PO, wurde direkt im Filtrat der Trichloressigsiure bestimmt. Das Total- 
phosphat wurde erhalten durch Verbrennung der auf dem Wasserbad ein- 
gedunsteten Probe mit konzentrierter Schwefelsiure, einigen Tropfen HNO, 


und Perhydrol. R 
Ergebnisse. 


Zur Erleichterung der Ubersicht geben wir alle unsere Versuche 
in Form von Hydrolysenkurven an. 

Bei Bestimmung der Phosphatester in verschiedenen Blut- 
arten durch Bestimmung von anorganischem Phosphat, Phosphat 
nach gewisser Hydrolysedauer in n-HCl bei 100° und des Total- 
phosphates erhilt man die fiir die betreffenden Blutkérperchen- 
himolysate charakteristischen Mengen, welche indessen auch in 
Blutproben von der gleichen Tierart erheblich variieren. Die 
Blutproben, welche wir untersucht haben, entstammen normalen 
und anormalen Albinoratten, sowie normalen und skorbutischen 
Meerschweinchen, Rind, Schaf und Taube. Vergleicht man 
die prozentuelle Verteilung der betreffenden Phosphate, also den 
Prozentgehalt an anorganischem und hydrolysiertem Phosphat, 
berechnet auf Totalphosphat, so erhilt man gute Ubereinstimmung 
auch zwischen solchen Proben, in welchen die absoluten Phosphat- 
mengen groBe Verschiedenheiten aufweisen. Fiir die verschiedenen 
Blutarten erhilt man dadurch eine Hydrolysenkurve, deren Lage 
und Neigung als charakteristisch fiir das betreffende Tier an- 
gesehen werden kann. 

Die absoluten P-Gehalte der roten Blutkérperchen in 1 ccm 
Blut verschiedener Tierarten waren folgende: 

Meerschweinchen etwa 240 y Albinoratten 200—290 y ‘Taube 570—680 7 
Kuh 25—35 7 Schaf etwa 45 7 

Das Verhiltnis zwischen den Werten, welche von Kay, von 
Kerr und Dauod sowie von Morgulis und Munsell angegeben 
werden, stimmen im allgemeinen mit unseren Kurven gut iiberein. 
Die Unterschiede beruhen vermutlich auf Verschiedenheiten in 
der Methodik, sowie darauf, daB oft der Phosphatgehalt auf Voll- 
blut berechnet wurde. Die Hydrolysenkurven in Fig. 1 stellen 
Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen der gleichen Blutart dar. 

Die Form der Kurven ist anfangs wesentlich verschieden 
von der Hydrolysenkurve, welche aus frischen Muskeln erhalten 














































999, Hans von Euler und Knut M. Brandt, 


wird. Dies ergibt sich z. B. aus Fig. 2 nach Lohmann}. Aus 
der Hydrolysenkurve des Blutkérperchenhimolysates geht hervor, 
daB auBer dem leicht hydrolysierbaren Phosphat hier auch andere 
ziemlich leicht hydrolysierbare Phosphatester eingehen. Der PO,- 
Gehalt, welcher von Adenosintriphosphat herriihrt, kann nicht 
ausschlieBlich aus dem Unterschied zwischen P, und P, (anorga- 
nisches P) berechnet werden, denn in diesen Wert geht auch ein 
Teil der anderen leicht hydrolysierbaren Ester ein, was sich aus 
der Form der Kurve ergeben diirfte. Da man oft ATP auf diese 
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Fig. 1. 

Hydrolysenkurven von verschiedenen Blutkérperchenhimolysaten (n-HCI, 100°). 
Weise berechnet hat, sind die in der Literatur angegebenen Werte 
fir Blut vermutlich zu hoch. 

Sind gréBere Mengen Hexosediphosphat anwesend, so labt 
sich nach Lohmann?) das Pyrophosphat berechnen aus der 
Differenz P, — P,, vermindert um den Wert P,, —P,. Hierbei 
kann die geringe Spaltung, welche der Embdenester und der 
Robisonester in der betreffenden Zeit erlitten haben, vernachlissigt 
werden. Diese Bestimmungsweise scheint beziiglich des Blutzellen- 
himolysates verhiltnismiBig gute Werte zu liefern, aber auch hier 





1) Biochem. Z. 202, 472 (1928). *)} Biochem. Z. 203, 172 (1928). 
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mub fiir das betreffende Blut eine Korrektion eingefiihrt werden, 
welche von der Form der Hydrolysenkurve abhiingt. Beim Ratten- 
blut erhilt man vermutlich bei Anwendung der oben erwihnten 
Berechnungsweise einen zu niedrigen Wert; manchmal findet man 
nur einige Prozent ATP, in anderen Fillen beinahe kein ATP. 
Dagegen scheint die Lohmannsche .,Formel“ auf Kuh- bzw. 
Schafblut angewandt werden zu kénnen. 

In roten Vogelblutzellen kann Pyrophosphat nach Engel- 
hardt') direkt aus der Differenz P, — P-anorganisch ohne weitere 
Korrektion berechnet werden. Dies stimmt auch mit unseren 
Krgebnissen (Fig. 1, Taube) iiberein, wo der Anstieg der Kurve 
auf die Abwesenheit langsamer als in 7 Minuten hydrolysierbarer 
Kster, Phosphobrenztraubensiure, Hexosediphosphat, hindeutet. 


So 
S 
= 
{ 
| 
| 
| 
| 
y 





Dp 
ee 


r 


Hydrolysiertes P 
in % des Gesam/-P 
3 
——_-————,, 


| 
Pee ee ee 
120 780 
Minuten —~ 
Fig. 2. 
Hydrolysenkurve von frischer Froschmuskulatur 
(nach Lohmann, Biochem. Z. 202, 472 (1928). 


Inkubation des Blutzellenhamolysates und Hemmung mit NaF. 

Wiahrend 2 stiindiger Inkubation (30°) des urspriinglichen 
Hiimolysates von roten Rattenblutzellen tritt eine Anderung der 
Phosphatverteilung ein, welche aus Kurve 2 in Fig. 3 deutlich 
hervortritt. Zum Vergleich ist die Hydrolysenkurve der nicht- 
inkubierten Blutzellen eingezeichnet (Kurve 1, Fig. 3). Wie ersicht- 
lich, hat wihrend der Inkubation das anorganische Phosphat be- 
deutend auf Kosten der leicht spaltbaren Ester vermutlich des 
Pyrophosphats und auch der schwer hydrolysierbaren Ester zu- 
genommen. Dieses Ergebnis stimmt gut iiberein mit entsprechenden 
an frischem Muskelbrei angestellten Versuchen. Lohmann?) hat 
gezeigt, daB bei der Inkubation von frischem Muskelbrei in 
2 Stunden bei 38° der Betrag des in 7 Minuten durch die Siure- 
hydrolyse gespaltenen Phosphates abnahm. 


') Biochem. Z. 251, 343 (1932). *) Biochem. Z. 203, 172 (1928). 
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Setzt man einem solchen Versuch NaF zu, so da die Lésung 
in bezug auf NaF 1/,, m wird, so beobachtet man beim Vergleich 
mit einem gleichzeitig inkubierten Haimolysat der gleichen Blut- 
zellen eine Hemmung der Hydrolyse der leicht spaltbaren Ester 
(Kurve3 in Fig. 3). Die Aufspaltung des (organisch gebundenen) 
Pyrophosphates ist hier nicht vollstandig gehemmt. Nach Loh- 
mann!) erhalt man auch bei der betreffenden NaF-Konzentration 
im Froschmuskelextrakt keine vollstandige Hemmung der Spaltung 
des anorganischen Phosphates’). 
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Fig. 3. 


Zusatz von Magnesium zum Rattenbluthaimolysat. 


Magnesiumion wurde als Aktivator der Phosphatase in hiesigen 
Untersuchungen von Erdtman®*) erkannt. Man verdankt dann 
Lohmann‘) den Nachweis, dafi die Milchsaiurebildung durch 
Adenosintriphosphat nur in Gegenwart von Mg aktiviert wird, 
Magnesium und Adenosintriphosphat miissen also zur Umphosphory- 
lierung bei der Glykolyse zusammenwirken. 

Zur Untersuchung des Einflusses von Mg-Ion auf das Himo- 
lysat der roten Rattenblutzellen wurde ein Himolysat geteilt, dic 


1) Biochem. Z. 203, 172 (1928). 

*) Vgl. hierzu die NaF-Hemmung in Vogelerythrozyten bei Engel- 
hardt, Biochem. Z. 227, 16 (1930). 

°) Diese Z. 177, 211 (1928). 

*) Biochem. Z. 241, 50 (1931); 262, 137 (19383). 
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eine Halfte ohne Zusatz, die andere Hilfte mit Zusatz von 1 mg Mg 
per Kubikzentimeter Himolysat inkubiert. Die Inkubationszeit 
betrug 2 Stunden; Temperatur 30°. 

Im oberen Teil der Fig. 3 findet man die Kurven der mit 
und ohne Mg inkubierten Haimolysate. Man sieht, daB bei Zusatz 
von Mg die Phosphatumsetzung bedeutend kriftiger verliuft: Die 
Mg-Kurve liegt hodher als die ohne Mg-Zusatz entstandene Kurve; 
man findet also sowohl eine Zunahme des anorganischen Phos- 
phates als einen kleineren Gehalt an schwerhydrolysierbaren 
Phosphatestern. AuBer einer aktivierenden Wirkung von zugesetztem 
Mg kann dieser Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeit auch 
darauf beruhen, daf die urspriinglich in den roten Blutzellen 
vorhandene Mg-Konzentration beim Waschen der Blutkérperchen 
mit physiologischer NaCl-Lésung vermindert worden ist (vgl. oben 
Methodik). 


Zusatz von Muskeladenylsdure. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt mit Himolysat der roten 
Blutzellen des gemischten Blutes mehrerer normaler Ratten. Das 
Himolysat wurde in zwei Teile geteilt; zum einen Teil wurde 
eine Lésung von Muskeladenylsiure zugefiigt, zum andern die 
entsprechende Menge Wasser. Beide Lésungen blieben 2 Stunden 
bei 30° stehen. Dann wurden die PO,-Analysen nach der oben 
beschriebenen Methodik ausgefiihrt. Die Konzentration der Muskel- 
adenylsiure in der Reaktionsmischung betrug 500 y per Kubik- 
zentimeter (°/, P = 8,9°/,). 

Die Hydrolysenkurve fiir die normalen Blutzellen nach Inku- 
bation ist in Fig. 4 (Kurve 1) angegeben. Die entsprechende 
Kurve fiir das Himolysat mit Adenylsiurezusatz ist mit 2 be- 
zeichnet. Um eine Auffassung dariiber zu gewinnen, wie das im 
Hamolysat urspriinglich vorhandene Phosphat reagiert hat, haben 
wir Kurve 3 approximativ berechnet, indem wir von den P-Ana- 
lysen der Kurve 2 die Mengen Muskeladenylsiure abziehen, welche 
bei den entsprechenden Hydrolysezeiten und bei der Bestimmung 
des Gesamt-P eingeschlossen waren. 


Zusatz von hochaktivierter Co-Zymase. 

Der Versuch wurde ganz analog dem vorhergehenden aus- 
gefiihrt. Die Co-Zymase war ein hochaktives reines Priparat 
von ACo = 400000 (P = 8,1°/,); die Konzentration der ein- 
gewogenen Substanz betrug 128 y per Kubikzentimeter. 
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Die Hydrolysenkurven finden sich in Fig. 4, und zwar enthiilt 
dieselbe die Hydrolysenkurve des Hamolysates der Blutzellen 
ohne Zusatz als Kurve I. Die entsprechende Kurve fiir das 
Himolysat mit Co-Zymase ist mit II bezeichnet und letztere 
Kurve unter Abzug fiir den von der Co-Zymase herriihrenden P 
geht in die Kurve III iiber. 
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Fig. 4. 


Hydrolytische Abspaltung von PO, aus der Co-Zymase. 


Im AnschluB an den Versuch iiber den Zusatz der Co-Zymase 
zum himolysierten Blut haben wir, um eine Korrelation fiir die 
bei der Saurehydrolyse abgespaltene PO,-Menge anbringen zu 
kénnen, die Kurve der Hydrolyse fiir 1 n-HCl bestimmt. 

8,398 mg hochaktive reine Co-Zymase (ACo 400000; °/, P = 8,1) 
wurden in 10 ccm Wasser geldést, die Proben in 1 n-HCl hydro- 
lysiert (gleiche Teile Probe und 2n-HCl) und zwar in zugeschmol- 
zenen Roéhren, die sich in kochendem Wasserbad befanden. 


Die Ergebnisse unseres Hydrolysenversuchs haben wir in 
der Fig. 5 zusammengefaBt. 
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Die PO,-Abspaltung bei saurer Hydrolyse ist bereits friiher 
yon Kuler und Myrbiack!) fir 0,2 n-HCl und spiiter von Euler 
und Ginther’) fir 0,5 n-HCl untersucht worden. Die fiir eine 
monomolekulare Reaktion berechneten Reaktionskoeffizienten k, 
wurden ziemlich konstant gefunden. Unsere eigene Hydrolysen- 
kurve mit 1 n-HCl zeigt, daB die Spaltungsgeschwindigkeit keine 
einfache Funktion ist, sondern im Anfang schneller verliuft. Es 
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Fig. 5. 
Z. T. nach Lohmann, Biochem. Z. 194, 306 (1928); 202, 466 (1928). 


handelt sich, wie man nunmehr durch die chemische Untersuchung 
der Co-Zymase weiB*), um die Abspaltung mehrerer Phosphat- 
reste, die sich in verschiedenartiger Bindung befinden und also 


jedenfalls nach 2 verschiedenen Reaktionskonstanten frei gemacht 


werden. 
Zum Vergleich mit der Hydrolysenkurve der Co-Zymase und 


mit den fiir die verschiedenen Blutzellenhimolysaten erhaltenen 


1) Diese Z. 198, 236 (1931). 2) Diese Z. 239, 83 (1936). 
‘) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 1 (1935); 240, 113 (1936). 













298 Hans von Euler und Knut M. Brandt, 


Kurven haben wir in die Fig. 5 auch die fir die verschiedenen 
Phosphorsiureester geltenden Kurven [nach Lohmann}?)] auf- 
genommen. Simtliche Kurven beziehen sich, wie auch unsere 
eigenen, auf Hydrolyse mit 1 n-HCl bei 100°. Dazu ist zu be- 
merken, dab die Phosphobrenztraubensiure sehr leicht hydroly- 
sierbar ist (quantitativ in 60 Minuten) wahrend Monophospho- 
und Diphosphoglycerinsiure nur langsam hydrolysiert werden; so 
wird z. B. Monophosphoglycerinsiure [nach Lohmann und Meyer- 
hof?*)} in 1 Stunde zu weniger als 1°/, gespalten. Die in Blut- 
himolysaten reichlich vorkommende Diphosphoglycerinsiure diirfte 
deswegen die Form unserer Hydrolysenkurven nicht erheblich be- 
einflussen. Was nach 3stiindiger Hydrolyse nicht gespalten ist, 
diirfte also im wesentlichen aus Hexosemonophosphat und iiber- 
wiegend aus Diphosphoglycerinsiiure (evtl. Monophosphoglycerin- 
siure) bestehen. 

Auf Zusatz von t-Adenylsiure erhilt man (Fig. 4) eine Ver- 
mehrung des anorganischen Phosphates sowie eine schwache Zu- 
nahme des Pyrophosphates, beide auf Kosten der schwerhydroly- 
sierbaren Phosphatester. Ein erheblicher Ubergang der t-Adenyl- 
siure in ATP ist nicht eingetreten; dieses war auch kaum zu 
erwarten, da wiahrend der Inkubation eine enzymatische Hydrolyse 
des Pyrophosphats vorliegt, wie es fiir den Muskel friiher von 
Lohmann gezeigt worden ist. 

Vergleicht man die eben erwaihnten Kurven mit den mit 
Co-Zymase erhaltenen, so erkennt man, dai die Co-Zymase eine 
gleichartige, allerdings etwas weniger kriftige Wirkung wie die 
Adenylsiure ausgeiibt hat. Die Verschiebungen des anorganischen 
PO, und des Pyrophosphates sind im Versuch mit Co-Zymase- 
zusatz nicht so ausgeprigt, teils weil der Gesamt-PO,-Gehalt des 
Blutzellenhimolysates ziemlich hoch war, teils weil von der hoch- 
aktiven Co-Zymase, deren Phosphatgehalt iibrigens geringer ist 
als der der Adenylsiure, weniger zugegeben wurde. AuBerdem 
kommen vermutlich Aktivititsunterschiede der verschiedenen Blut- 
enzyme vor, was sich u.a. in einer Verschiebung der ,,inkubations- 
kurve des normalen Blutes“ zu erkennen gibt. 

In beiden Versuchen nehmen immerhin die schwerhydrolysier- 
baren Ester ab; dies zeigt sich aus dem steileren Anstieg der 
Hydrolysenkurve und ihrer héheren Lage im Vergleich zu der 
Kurve der inkubierten Normalblutzellen. 





1) Biochem. Z. 194, 306 (1928); 202, 466 (1928). 
*) Biochem. Z. 273, 60 (1934). 
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Untersuchungen an den roten Blutzellen avitaminotischer Tiere. 


D-vitaminarme Ratten. Das Blut rachitischer Ratten ist 
hinsichtlich seines Ca- und PO,-Gehaltes friiher von Euler und 
Myrbick') untersucht worden. Das Blut rachitischer Ratten 
enthielt einen niedrigeren Phosphatgehalt als das normaler Tiere. 
Wir fanden in den roten Blutzellen rachitisch gemachter junger 
Ratten nicht allein einen niedrigeren Gehalt an Totalphosphat 
120—190 y P per Blutkérperchen in 1 ccm Blut), sondern auch 
eine Abweichung in der Hydrolysenkurve gegeniiber dem normalen 
Rattenblut (Fig. 6). 
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Hydrolysen von Rattenblut. 
Vergleich D-freier und animischer Ratten mit normalen. 


B-frei ernihrte Ratten. Der Gehalt der roten Rattenblutzellen an 
Totalphosphat erwies sich nach B-freier Ernihrung etwas niedriger als der 
normale, dagegen zeigte die Hydrolysenkurve im allgemeinen die gleiche 
Lage und den gleichen Verlauf wie bei normalen Ratten. 


Inwieweit eine phosphatreiche Nahrung den Gehalt an Total- 
phosphat und die Verteilung des organischen Phosphats indern 
kann, wurde an einer Ratte untersucht, welche 18 Tage lang 100 mg 
einer Mischung von saurem Kaliumphosphat und Dinatriumphos- 
phat als Zulage zur Normalkost erhalten hatte. Der Phosphor- 
gehalt zeigte sich nicht besonders hoch, und die Hydrolysenkurve 
ergab in diesem Fall einen vollstiindig normalen Verlauf. Es bleibt 
hier noch der gleichzeitige KinfluB von Phosphat von D-Vitamin zu 
untersuchen und rachitische Ratten mit solchen zu vergleichen, 
welche mit D-Vitamin iibervitaminisiert worden sind. Es soll 
dies méglichst bald nachgeholt werden. 


1) Diese Z. 148, 180 (1925). 
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Skorbutische Meerschweinchen. 


An skorbutischen Meerschweinchen hatten Euler und Myrbick’) 
einen niedrigeren Phosphatgehalt gefunden als an normalen Tieren und 
zwar war dies der Fall hinsichtlich des anorganischen Phosphats. In Uber- 
einstimmung mit diesen Ergebnissen fanden wir in den roten Blutkérperchen 
skorbutischer Meerschweinchen sowohl Abnahme des Totalphosphates wie 
des Esterphosphates. Die Hydrolysenkurve wich jedoch nur unbedeutend 
von derjenigen des normalen Meerschweinchenblutes ab. 

Bei C-Vitaminmangel tritt oft Aniimie ein unter gleichzeitiger starker 
Veriinderung im Knochenmark und unter verzégerter Bildung von roten 
Blutkérperchen. Da8 groBe C-Vitamineingaben keine Erhéhung der nor- 
malen Zahl der roten Blutkérperchen hervorrufen, beruht darauf, daB C-Uber- 
schu8 nicht resorbiert, sondern ziemlich vollstindig durch den Harn wieder 
abgeschieden wird. Zum Studium des noch recht unklaren Zusammenhanges 


zwischen Aniimie und C-Vitaminbilanz (Meerschweinchenanimie wird of 


durch C-Zufuhr geheilt) soll die Phosphatverteilung bei der C-Mangelaniimie 
noch weiter studiert werden. 


Anamische Ratten. 

Der Phosphatgehalt im Blutkérperchenhimolysat einer Ratte, 
welche durch reine Milchdiit animisch gemacht worden war, er- 
gab sich bedeutend niedriger als derjenige im normalen Rattenblut 
(90y P per Blutkérperchen in 1 ccm Blut). Auch die Hydrolysen- 
kurve weicht erheblich von derjenigen der normalen Blutkérperchen 
ab (Fig. 6). Die Blutkérperchen selbst hatten eine unregelmiBige 
Form; im Thoma-Zeissschen Zihlapparat gerechnet erwies sich 
die Zahl der roten Blutkérperchen bei der untersuchten Ratte 6,4 Mill. 
pro Kubikmillimeter Blut, wihrend der gleiche Wert bei normalen 
Tieren zwischen 8 und 11 Millionen pro Kubikmillimeter schwankt. 

Die abzentrifugierten roten Blutzellen hatten jedoch ein ge- 
ringeres Volumen als der niedrigen Anzahl roter Blutkérperchen 
entsprach, was auf das kleinere Volumen der Zellen im animischen 
Blut zuriickzufiihren ist. Der Phosphatgehalt des animischen 
Blutes stimmt dann gut iiberein mit Beobachtungen von Kay’), 
da8 Blut mit groBen Blutzellen mehr Phosphatester pro Kubik- 
zentimeter enthalt als Blut mit kleinen Blutzellen. Der Gehalt 
von Phosphatestern im Blut von Menschen bei pernizidser Aniimie 
ist von Byrom und Kay?) untersucht worden. 

Eine zweite Versuchsserie mit Mischblut von 2 animischen 
Ratten (Milchbehandlung und — im Gegensatz zu friiheren Ver- 
suchen — Siigespiihne im Kafig), 4 Millionen rote Blutkérperchen 
pro Kubikmillimeter Blut (M. Malmberg), ergab folgendes Resultat: 


1) Diese Z. 148, 180 (1925). *) J. of Physiol. 65, 374 (1928). 
8) Brit. J. exper. Path. 9, 72 (1928). 
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%/, hydrolys. P des Gesamt-P . . 6,8 19,6 25,4 36,8 
Hydrolysezeit in Minuten. ... 0 7 30 180 


Zusammenfassung. 

Die Phosphatverteilung (anorganisches P, leicht hydrolysierbare 
und schwer hydrolysierbare Phosphorsiiure-Ester) unterschieden 
sich bei den 5 untersuchten Tierarten wesentlich. Nach 1stiin- 
diger Hydrolyse ist hydrolysiertes P in °/, des Gesamt-P bei 


ERE ee 7), 
I ok edi eg ce. ca 63 
EE a ee eee 32 
SE eae ee 23 
Meerschweinchen ...... 20. 


Auffallend sind die bei den verschiedenen Tieren sehr ver- 
schiedenen und z. B, bei Meerschweinchen sehr groBen Werte der 
schwer hydrolysierbaren Ester (vermutlich Diphosphoglycerinsiure). 

Vergleicht man die hier an kernlosen roten Blutkérperchen 
der Ratte gefundenen Resultate mit den fiir Froschmuskel er- 
haltenen, so sind folgende Punkte hervorzuheben: 

Die Summe von anorganischem P + Pyro-P betriigt bei Muskel 
etwa 72°/,, bei Rattenblutcytolysat héchstens 12°/. Die Form 
der Cytolysatkurven fiir kernlose Blutkérperchen deutet darauf 
hin, daB leicht hydrolysierbare Ester in relativ groBer Menge vor- 
handen sind, im Gegensatz zu unserem Befund an ‘T'aubenblut- 
cytolysat, welche mehr dem der Froschmuskel entspricht. 

Die Inkubationswirkung bei Rattenblutcytolysat entspricht im 
wesentlichen der von Lohmann fiir Froschmuskel gefundenen. 

Was den EinfluB von Zusitzen auf die Hydrolyse wihrend 
der 2stiindigen Inkubation betrifit, so erhalten wir eine Erhéhung 
des anorganischen P durch Zusatz von Magnesiumsalz. Anderer- 
seits ruft NaF eine Verminderung der Bildung von anorganischem P 
(Hemmung der Hydrolyse) hervor. 

Sowohl Muskeladenylsiure als Co-Zymase scheinen eine kleine 
aber deutliche Verminderung des anorganischen P hervorzurufen 
sowie eine VergréBerung des Betrages der innerhalb 3 Stunden 
hydrolysierten Ester zu veranlassen. 

Unter den an avitaminotischen Tieren erhaltenen Resultaten 
ist hervorzuheben: Bei den Vitamin D-frei ernéhrten Ratten wird 
der Prozentgehalt an anorganischem P kleiner gefunden als bei 
normalen Ratten, wogegen die prozentuelle Menge der leicht 
hydrolysierbaren Phosphorsiureester erheblich gréBer ist als bei 
den normalen Tieren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 17 
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Grundsatzliches zur Frage der Untersuchung von EiweiBstoffen. 


Bemerkungen zu E. Abderhalden und H. Siebel: Beitrag zum 
Problem der Abhangigkeit der Zusammensetzung des Blutplasmas bzw. 
Serums von der Art der aufgenommenen Nahrung. 

[Diese Z. 288, 169 (1936).] 


Von 


E. G. Schenek. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Pathologie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Marz 1936.) 


Die Ansicht, die wir (Lange, Roche, Dereé, A. Kiesel und 
Schenck) vertreten und zu belegen versuchen, daB nimlich die Eiweib- 
stoffe im Organismus je nach dessen Stoffwechsellage in ihrem Aufbau aus 
Aminosiiuren Verschiebungen aufweisen, wird von Abderhalden und 
Siebel abgelehnt — nicht mit Recht; denn die vorgebrachten Einwiinde 
sind nicht itiberzeugend. 

Ich hoffe, das gesamte von mir gesammelte Tatsachenmaterial zu diesem 
Fragenkomplex in einiger Zeit im Zusammenhang vorlegen zu kénnen, nehme 
jedoch die Publikation von Abderhalden und Siebel zum AnlaB, auf 
die Einwiinde einzugehen, die gewohnlich gegen unsere oder zum mindesten 
meine Arbeiten erhoben werden. 

Voraussetzung einer wissenschaftlichen Arbeit sollte sein, daB der 
Untersucher sich tiber die Probleme der Methodik und die Deutung seiner 
Ergebnisse — Grundkenntnisse, die er schlieBlich wihrend seiner Ausbildung 
erwarb — Klarheit geschafft hat, ehe er mit der Bearbeitung begann. Ich 
mu8 nun sagen, daB die Einwinde, die ich bisher zu héren bekam, sich } 
gegen diese Voraussetzungen richteten; sie sind die gleichen, die ich mir 
selbst vor und immer wieder bei Beginn eines neuen Arbeitsabschnittes 
machte und deswegen von vornherein durch Kontrolluntersuchnngen aller 
Art widerlegte. Diese Untersuchungen sind bisher absichtlich nicht publiziert 
worden, da sie nur im gréBeren Rahmen ihre Bedeutung haben. 


A. Einwinde gegen die praparative Methodik. 


1. Die Verschiedenheit in der Zusammensetzung der Gewebseiweib- 
stoffe ist eine Folge autolytischer Vorgiinge, die sofort nach dem Tode eines 
Organismus einsetzen und zu weitgehenden Verinderungen fihren. 

Auf Grund meiner Untersuchungen iiber das Verhalten der Gewebs- 
eiweiBstoffe bei der Autolyse kann ich mir jetzt ein Bild des Eintritts, der 
Art und des Verlaufs der Eiweifzersetzung machen. 

2. Die GewebseiweiBstoffe sind deswegen verschieden zusammengesetzt, } 
weil in ihnen mehrere Proteine in wechselnder Verteilung vorkommen. 
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Man muB eben nach einer einheitlichen Methode, die Vergleichungen 
erlaubt, aus Organen die in ihnen enthaltenen Proteine mengenmiBig dar- 
stellen und untersuchen. Ich habe jetzt aus mehr als 800 verschiedenen 
Organen je 4 Proteine dargestellt und analysiert. Ich habe mir ein Bild 
gemacht, inwieweit und wann sie in ihrer Menge schwanken und habe ge- 
sehen, daB sie in ihrer Zusammensetzung die gréBten Verschiedenheiten 
(innerhalb der gleichen Gruppen) aufweisen kénnen. Hierzu ist jedoch zu 
bemerken, daB ich nicht wiibte, auf welches gréBere Tatsachenmaterial 
die obige Behauptung gegriindet werden kénnte; denn quantitative Unter- 
suchungen tiber dies Gebiet liegen kaum vor — und wenn ja — immer nur 
ohne Beriicksichtigung individueller Schwankungen. 

8. Die Darstellungsmethoden ergeben keine ,,Eiweibindividuen“. 

In der EiweiBchemie ist es bisher noch nicht gelungen, mit Hilfe einer 
Methodik ,,Individuen“ darzustellen, d, h. eine Vielzahl gleicher Eiweib- 
molekiile. Unsere Charakteristika zur Definition und Wiedererkennung 
solcher ,,Jndividuen“ reichen ja noch gar nicht aus. Es ist vielmehr zu 
erwarten, daB bei der Labilitiét der EiweifSstoffe bei zu feiner Ausarbeitung 
z. B. der Fillungsmethoden Kunstprodukte entstehen. Darauf weist ja auch 
Abderhalden hin; ich kann deswegen in seiner Forderung einerseits nach 
Analyse von ,,EiweiBindividuen“, dann der Ablehnung stark fraktionierender 
Fillungsmethoden keine innere Logik erkennen. 

Wir stehen hier auf einem grundsitzlich anderen Standpunkt, niimlich 
dem, da8B wir mit den Eiwei8stoffen, die wir aus dem lebendigen Organismus 
gewinnen, nie den Zustand dieses, sondern lediglich Ausschnitte aus einem 
Verlauf erfassen. Ein einzelner KiweiSstoff, den wir untersuchten, bedeutet 
uns nicht mehr wie das Einzelbild eines Films. Die Darstellungsverfahren, 
die wir anwenden, erméglichen uns, weil sie vergleichbare Proteingruppen 
ergeben, die Zusammensetzung dieses Films aus vielen Einzelstiicken. Wohin 
das Suchen nach dem ,,EiweiSindividuum“ gefiihrt hat, kénnen wir in der 
Literatur verfolgen. Individuen unter den EiweiBstoffen werden durch 
unsere Methodik nie geschaffen, sondern nur durch den Organismus selbst, 
nimlich dann, wenn Protoplasmamaterial zu besonderen Zwecken aus dem 
Zusammenhang der Stoffwechselvorginge herausgenommen wird: z. B. Ge- 
schlechtsprodukte, rote Blutkérperchen, Geriistsubstanzen. Ich glaube, in 
meinen bisherigen verd6ffentlichten Arbeiten ganz logisch von den vom 
Organismus zu besonderen Zwecken abgegebenen Protoplasmasubstanzen 
zu denen des Organismus selbst vorgeschritten zu sein. Ich habe aber 
auch ‘deutlich machen kénnen, da8 solche organismusfernen Proteine ihren 
Bau wesentlich aindern, sobald sie in Stoffwechselvorgiinge hineingezogen 
werden [(z. B. Entwicklung des Hiihnchens})). 


B. Einwande gegen die analytische Methodik. 


1. Die Verinderungen in der Menge der einzelnen Aminosiiuren, die 
als Beweis angegeben werden, gehen nur wenig iiber die normale — an 
sich schon groBe — Fehlerbreite der Methodik hinaus. 

Es ist zugegeben, daB die Methodik nicht einfach ist, und es war mir 
deswegen selbstverstindlich, da8 die Fehlerbreite nach dem iiblichen Ver- 
fahren genau festgelegt werden muBte. Wenn darum Verinderungen als 
solche von mir angegeben sind, so gehen sie iiber die normalen Schwankungen 
17* 
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hinaus. Da ich bisher allein etwa 4000 Proteine analysiert habe, kann ich 
besser als andere beurteilen, was normale Fehlerbreite ist und was nicht. 
besser als einzelne Kritiker, die ihre Ansicht iiber die Methodik allein aus 
der Literatur schépften. Ich kann heute auch sagen, daB ich an meinen 
ersten Werten, die zum Teil (Entwicklung des Hiihnchens) auf Doppel- 
bestimmungen beruhen, keine Korrekturen vorzunehmen brauche. 

2. Es wird — natiirlich nur umschrieben — behauptet: Man tiusche 
sich selbst bei der Durchfithrung der Analysen oder man arbeite ungenau! 

Man muB8 dieser Behauptung gegeniiber folgende VorsichtsmaBregeln 
anwenden: die Analysen ohne fremde Hilfe ausfiihren; die Priparate nume- 
rieren, damit man nicht weiB, welche Substanz man analysiert; die Be- 
rechnung und Zusammenstellung der Ergebnisse erst nach vélligem Abschlul 
einer Arbeitsreihe vornehmen. 


C. Einwande gegen die Art der Auswertung der Ergebnisse 
und ihre Deutung. 


1. Es besteht keine Méglichkeit, die Veriinderung vom Ausgangspunkt 
her zu bestimmen, d.h. ein und dasselbe Organ z. B. am Anfang und ain 
Ende einer Versuchsperiode zu analysieren. Deswegen sei ein exakter natur- 
wissenschaftlicher Beweis nicht zu fiihren. 

Dieser Vorwurf ist gegen jede biologische Forschung zu erheben. 
Leider war es in Physiologie und Pharmakologie Sitte und erlaubt, um 
dieser naturwissenschaftlichen Forderung nachkommen zu kénnen, den 
lebendigen Zusammenhang eines Organismus zu zerreiBen und mit ,,iiber- 
lebenden“ Organen zu arbeiten. Wir arbeiten mit Regeln und nicht mit 
Gesetzen. Es ist z. B. absurd, fordern zu wollen, daB am soundsovielten 
Hungertage in ,,der Ratte“ die und die Veriinderungen in bestimmtem Aus- 
maB eingetreten sein miissen [vgl. iiber die Verschiedenheit von Ratten bei 
absolut gleicher Bewahrung Wetzel, Wollschitt, Ruska, Oester- 
reicher?’)]. Wer Forderungen dieser Art stellt, zeigt, daB er vom Wesen 
des Lebendigen keine Vorstellungen hat. 

Da wir also keine Gesetzforschung, sondern eine Regelforschung treiben, 
miissen wir, um unsere Ergebnisse zu verwerten, 

a) statistisch arbeiten, indem wir aus einer groBen Zahl von Einzel- 
fillen den Bereich des Gesunden (Normalen) abgrenzen und in gleicher 
Weise bei gestérten Stoffwechselzustiinden usw. verfahren. DaB hier Uber- 
schreitungen zwischen ,,normal“ und veriindert vorkommen, ist ziemlich klar. 

b) Bilanzen aufstellen. Wenn eine Substanz — also eine Aminosiure — 
an einer Stelle verschwindet ohne zerstért zu werden, so mu8 sie an anderen 
wieder auftauchen. 

Im Organismus eines Menschen oder Tieres kann man solche Bilanzen 
von Aminosiiuren und Aminosiuregruppen aufstellen: 

«) innerhalb eines Organs, indem man die Verschiebungen innerhalb 
der organeigenen Proteine verfolgt oder 

8) innerhalb des Organismus, wenn EiweiBkomplexe, die aus einem 
Organ verschwinden, in anderen annihernd wieder gefunden werden. 

c) Feststellungen erstreben, ob verwandte Gewebe eines Organismus 
unter dem Einflu8 einer Stérung in einer bestimmten Richtung veriindert 
werden. 
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Aus alledem ergibt sich, daB Untersuchungen iiber die Veriinderungen 
im KérpereiweiB méglichst umfassend anzulegen sind und sich nicht auf 
einzelne Organe erstrecken sollen. 

Was nun die spezielleren Bemerkungen Abderhaldens und Siebels 
zu unseren Arbeiten betrifft, so ist zu sagen, daB wir die dort kritisierte 
Tryptophan- und Histidinbestimmungsmethodik nicht angewandt haben. 
Die an die Kritik gekniipften Schlubfolgerungen kénnen deswegen fiir 
unsere Werte keine Giiltigkeit haben. Bei der Tyrosinbestimmung nach 
Folin und Marenzi erhilt man sehr gut iibereinstimmende Werte, wenn 
man die Farblésungen bei kiinstlichem Licht ansetzt und den EinfluB der 
Sonne meidet, da es hierbei schnell zur Triibung kommt. Auch das 
richtige Erhitzen will geiibt sein. Die groBe Fehlerbreite in den Angaben 
von Abderhalden und Siebel méchte ich doch noch auf eine nicht 
ausreichende Beherrschung der Methode zuriickfiihren. Die von uns aus- 
gefiihrte Tryptophanbestimmung nach May und Rose ist unseres Erachtens 
besser und schonender als die von Abderhalden und Siebel an- 
gewendete; sie liefert z. B. bei der Muskulatur von verschiedenen normalen 
Ratten stets und reproduzierbar Werte zwischen 0,78 und 0,84°/,. MiBb- 
firbungen bei Glykogen- und Fettlebern und Nieren werden durch Sub- 
stanzen verursacht, die mit dem Gewebeeiweib so fest verbunden sind, daB 
sie ohne Zerstérung des Eiweifes nicht zu entfernen sind. Daraus kann 
man keineswegs verallgemeinernd schlieBen, dab die Methode iiberhaupt 
nicht anwendbar sei; auch Relativmessungen sind durchaus erlaubt und 
in der Biologie vielfach angewendet. Dab aus Bestimmungen in kleinen 
Mengen durch die notw endig werdende Multiplikation die Iehler erheblich 
vergroBert werden, ist eine Binsenwahrheit. Da sie im Zusammenhang mit 
unserer Analysenmethodik vorgebracht wird, méchte ich darauf hinweisen, 
da die verwendete Materialmenge immer ziemlich gleich war; sie machte 
nur entsprechend der verschiedenen GréBe der Organe einen mehr oder 
weniger groBen Teil der Substanzmenge iiberhaupt aus. 

Die von uns angewendete Extraktionsmethodik der Rattenorgane ist 
sicher einfach, vielleicht auch primitiv, aber sie erfillt die Bedingung, in 
geringen Substanzmengen Eiweifstoffe voneinander zu trennen, die wegen 
ihrer gréBeren chemischen Unterschiede voneinander abgetrennt werden 
diirfen. AuBerdem liefert sie (vgl. A 3) vergleichbare Werte. 

DaB W. C. Lee und H. B. Lewis’) unsere Ergebnisse an Ratten nicht 
bestiitigen kénnen, mag daran liegen, daB sie bei ihrem Darstellungsverfahren 
die gesamten EiweiSstoffe zusammen erfassen, wiihrend wir zu einer Trennung 
in 2 Fraktionen kamen und gerade aus der Verschiebung des Tryptophans 
von der einen zur anderen bei annihernd gleichbleibendem Gesamtgehalt 
unsere Schliisse zogen. Wir sind hierauf in den betreffenden Abhandlungen 
mehrfach eingegangen. Ich méchte hinzufiigen, dab unabhingig von uns 
zu gleicher Zeit Roche‘) sehr eingehende Untersuchungen an Rattenmuskeln 
anstellte und zu Ergebnissen kam, die mit den unseren sehr weitgehend 
iibereinstimmen. Er findet auch Verschiebungen im S- und P-Gehalt, die 
Lee und Lewis nicht feststellen konnten. 

Wenn nun nach Abderhalden und Siebel! die Proteine des 
Kaninchenserums nach verschiedenartiger Ernihrung in ihrer Zusammen- 
setzung kaum Verinderungen aufweisen, so ist damit ‘fiir das ganze Problem 
nichts gesagt, und es geht nicht an, dies auf Grund dieser wenigen Tatsachen 
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abtun zu wollen. Will man die Zusammensetzungsverschiebungen der Serum- 
proteine studieren, so mu8 man sich von vornherein die besser geeigneten 
Omnivoren aussuchen, die man wirklich einseitig ernihren kann und nicht 
Kaninchen, bei denen Variationen in der Ernihrung nur in beschrinktem 
Umfange durchzufiihren sind. AuBerdem: Sind bei den betreffenden Unter- 
suchungen die Serumproteine der verschiedenen Kaninchen einer Gruppe 
getrennt voneinander untersucht worden oder ,,Durchschnittswerte“ ge. 
schaffen? 

Zwischen A. Kossel und J. Bang herrschte jahrelang ein Streit iiber 
die Zusammensetzung des Protamins ,,Clupein“; denn Bang fand stets be- 
deutend weniger Arginin als Kossel. Als bekannt wurde, daB erst mit 
der Reifung der Testikel der Arginingehalt im Clupein stieg, und es wahr- 
scheinlich wurde, daB Bang noch nicht ganz laichreife, A. Kossel aber 
stets vollig ausgereifte Testikel zur Untersuchung bekam, klirte sich dieser 
Widerspruch auf. Es wiirde der Weiterbildung unserer Ideen tiber das 
Eiweif nicht dienlich sein, wenn sich jetzt aus unvollkommener Kenntnis 
der Vorgiinge ein Streit entwickelte, der sich spiter von selbst erledigen 
wiirde. 
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Stellungnahme zu 
,arundsatzliches zur Frage der Untersuchung von Eiweifstoffen“ 
von E.G. Schenck. [Diese Z. 240, 232 (1936)). 


Von 


Emil Abderhalden. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitét Halle a. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1936.) 


Schenck ist der Ansicht, ,,daB die Eiweifstoffe im Organismus je 
nach dessen Stoffwechsellage in ihrem Aufbau aus Aminosiiuren Ver- 
schiebungen aufweisen“. Er sucht diese Ansicht durch Feststellung des 
Gehaltes einzelner EiweiBkomplexe an bestimmten Aminosiiuren zu stiitzen. 
Die Frage, die Schenck u..A. aufgeworfen haben, ist von grundlegender 
Bedeutung fiir die ganze Auffassung des Aufbaus der Zellen und des ge- 
samten Zellstoffwechsels. Bislang war angenommen, daB die Darmwand 
eine Barriére zwischen AuBen- und Innenwelt im Organismus darstelle, und 
die Verdauung den Zweck habe, aus strukturfremdem Material durch Abbau 
Produkte zu bilden, die dann von den einzelnen Zellen und Geweben zum 
Aufbau von arteigenen und dariiber hinaus von zelleigenen Verbindungen 
verwendet werden kénnen. Bei den Eiweifstoffen ist bekanntlich beim 
erwachsenen Organismus die Quote, die rein stofflich unentbehrlich ist, 
klein. Der gréBte Teil der aufgenommenen Aminosiuren wird, wie sich 
an Hand der Verfolgung des Stickstoffstoffwechsels zeigen liBt, innerhalb 
kurzer Zeit desaminiert. Schenck scheint anzunehmen, dab die Eiweif- 
stoffe im Organismus in Beziehung auf ihre Zusammensetzung bestindig 
im Flusse sind. Je nach der Art der Nahrung und der ,,Stoffwechsellage“ 
wiirden Blut- und GewebseiweifSstoffe bald diese, bald jene Zusammensetzung 
aufweisen. Diese Vorstellung steht in Widerspruch mit der allgemeinen 
Erfahrung iiber den Ablauf des EiweiBstoffwechsels. Biologische Methoden 
haben ferner gezeigt, daB die Proteine des Organismus arteigene Besonder- 
heiten besitzen. Mit Hilfe der Abwehrproteinasereaktion lift sich dariiber 
hinaus beweisen, daB die Proteine der Zellen zelleigene Besonderheiten 
aufweisen. Es wire schwer zu verstehen, wie der einzelne Organismus 
Proteine mit diesen besonderen Eigenschaften hervorbringen sollte, wenn 
diese in Hinsicht auf ihre Zusammensetzung bestiindig Abinderungen unter- 
worfen wiiren. 

Es wiirde zu viel Raum in Anspruch nebmen, alle Bedenken, die 
gegen die Vorstellungen von Schenck sprechen, hier anzufiihren. Hervor- 
gehoben sei nur das eine: wir wissen, daB jedes einzelne Polypeptid, das 
wir durch Synthese rein darstellen kénnen, je nach seiner Zusammensetzung 
an Aminosiuren und je nach der Reihenfolge, in der die einzelnen Bausteine 
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angeordnet sind, besondere Eigenschaften aufweist, insbesondere ist das 
Verhalten gegeniiber Fermenten, ferner gegen verdiinnte Alkalien und Sauren 
verschieden. Wie sollte der Organismus den Zellstoffwechsel beherrschen 
kénnen, wenn bald Proteine dieser, bald jener Zusammensetzung zugegen 
wiiren? Uberblickt man den Zellstoffwechsel, dann erhilt man den Ein- 
druck, daB die Zellen mit einem Minimum an einzelnen Fermentarten aus- 
kommen. Diese sind auf jenes Material eingestellt, das stets zur Stelle ist. 
So fehlen z. B. den Geweben Saccharase und Lactase. Sie sind iiberfliissig, 
weil die entsprechenden Substrate jenseits des Darmes nicht in Erscheinung 
treten. 

Nun diirfen niemals auch noch so gut begriindete Anschauungen 
herrschend bleiben, wenn Tatsachen aufgezeigt werden, die mit ihnen in 
Widerspruch stehen. Der Fortschritt unserer Erkenntnis kniipft sich an 
neue Befunde. Diese miissen jedoch absolut einwandfrei sein. 
Gegen die Untersuchungen von Schenck lassen sich zwei schwerwiegende 
Einwénde erheben. Sie sind durch seine vorstehende Erwiderung keines- 
wegs widerlegt. Der erste Einwand ist der, da8 es vollkommen an 
einer Methodik gebricht, aus Zellen und Geweben EiweiBfrak- 
tionen abzuscheiden, die Gewidhr fiir Einheitlichkeit in der 
Zusammensetzung bieten, ja, es fehlt zur Zeit jeder Beweis 
dafiir, da8 man bei Anwendung einer bestimmten Methode aus 
ein und demselben Gewebe immer wieder die gleichen EiweiB- 
fraktionen erhilt. Es ist méglich, aus Blutplasma und Blutserum nach 
gegebener Methode der Aussalzung Proteinfraktionen abzuscheiden, die 
nach ihren physikalischen und sonstigen Eigenschaften in der Regel als 
einheitlich angesehen werden kénnen. Uberall kénnen Serumalbumin und 
Serumglobuline nach der gleichen Methode abgetrennt werden. Die Er- 
fahrung zeigt, daB auch hierbei Schwierigkeiten entstehen kénnen, indem 
je nach den vorhandenen Bedingungen unter Umstinden die eine oder 
andere Proteinart mitgerissen wird. Es sind dies jedoch Ausnahmen. Ich 
besitze eine sehr groBe Erfahrung auf dem Gebiete der ,,Isolierung“ von 
Gewebsproteinen. Es ist kein Zufall, da8 auf diesem Gebiete bisher keine 
erheblichen Fortschritte erzielt werden konnten. So wurde versucht, aus 
Organen mit Hilfe der hydraulischen Presse nach bekannten Verfahren 
PreBsifte darzustellen und aus diesen z. B. durch Aussalzung bestimmte 
Proteine zu gewinnen. Es zeigte sich, da bei Verwendung ein und des- 
selben Organs (z. B. Leber) von ein und demselben Tier trotz sorgfiltigster 
Einhaltung des gleichen Verfahrens keine Gewiihr fiir die Gewinnung ein- 
heitlicher EiweiBfraktionen gegeben war. Schenck hat bislang in keiner 
Weise bewiesen, da es ihm gegliickt ist, das Problem der Isolierung be- 
stimmter Eiweiffraktionen aus Organen zu lésen. Es ist gleichgiiltig, ob 
man die Albumine, Globuline usw. als Eiweifindividuen bezeichnet, gemeint 
ist damit die Gewinnung von Eiwei’komplexen, die jedermann bei Ver- 
wendung der gleichen Methoden isolieren kann. In der Arbeit von Siebel 
und mir ist auf $8. 171 eine Stelle zitiert, die einerseits zeigt, mit welchen 
Schwierigkeiten Schenck bei der Isolierung von Gewebseiwei8 zu kimpfen 
hatte, und gleichzeitig ist dort belegt, mit welchen unkontrollierbaren Fak- 
toren er gearbeitet hat, um bestimmte Werte festzustellen. Es kann keinem 
Zweifel unterliegen, daB derartige Bestimmungen wenig wertvoll sind. Man 
darf nicht deshalb, weil zur Zeit methodisch uniibersteigliche Schwierigkeiten 
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vorhanden sind, sich iiber diese hinwegsetzen und aus vollkommen unexakt 
ermittelten Werten Schliisse von derartiger Tragweite ziehen, wie es bei 
Schenck der Fall ist. 

Schenck schreibt in seiner Stellungnahme, daB er alle Einwiinde, die 
er bisher zu héren bekam, durch Kontrolluntersuchungen aller Art wider- 
legt habe. ,,Diese Untersuchungen sind bisher absichtlich nicht publiziert 
worden, da sie nur in gréBerem Rahmen ihre Bedeutung haben.“ Mir 
scheint, daB es unbedingt notwendig ist, da8 Schenck mitteilt, welcher 
Art seine Kontrolluntersuchungen gewesen sind, damit man erkennen kann, 
ob sie ausreichend waren. 

Der zweite Einwand gegen die Untersuchungen von Schenck richtet 
sich gegen die von ihm angewandten Methoden der indirekten Bestimmung 
bestimmter EiweiBbausteine. Auch hier wire es zweckmiBig, wenn Schenck 
mitteilen wiirde, wie er die einzelnen angewandten Methoden durch Kontroll- 
versuche gestiitzt hat. Es kann eine an reinen Aminosiuren ausgearbeitete, 
z. B. colorimetrische Methode Gutes leisten und bei Verwendung von 
Hydrolysaten von EiweiBstoffen versagen. Es kann ferner vorkommen, dab 
eine Methode bei einem Protein bestimmter Zusammensetzung brauchbare 
Ergebnisse liefert, wihrend bei einem anderen Aminosiuregemisch Einfliisse 
auftreten, die eine quantitative Bestimmung verhindern. AuBerordentlich 
viel komplizierter liegen die Verhiiltnisse, wenn nicht ,,reine“ EiweiBstoffe 
verwendet werden kénnen, vielmehr Beimengungen aller Art vorhanden 
sind (vgl. hierzu das a. a. O. erwihnte Beispiel). 

Solange Schenck nicht Beweise dafiir vorlegt, da8 er imstande ist, 
aus Geweben wohl definierte Proteine zu isolieren, bleibt der Einwand, 
daB er von Fall zu Fall verschieden zusammengesetzte Gemische von Zell- 
inhaltsstoffen in Hiinden hatte, bestehen. Ferner bleiben die Zweifel, ob 
er mit Hilfe der von ihm angewandten Methoden der Bestimmung bestimmter 
Aminosiuren einwandfrei verfahren ist, unbehoben, solange er nicht die 
Belege dafiir vorlegt, da’ er seine Bestimmungen durch entsprechende 
Kontrollversuche gesichert hat. 

Auf einen Punkt sei noch kurz eingegangen. Schenck erwiihnt die 
Verinderung der Zusammensetzung von Proteinen bei der Entwicklung des 
Hiihnchens. Er weist ferner auf Unterschiede in der Zusammensetzung von 
Clupein je nach der Laichreife hin. Hier liegen die Verhiltnisse wohl 
anders, als den Anschauungen von Schenck entspricht. Es handelt sich 
wohl hier um den Umbau von Eiwei8Sstoffen, d.h. um Ab- und Aufbau. 
Schon Miescher hat nachgewiesen, daB beim Lachs die Geschlechtsdriisen 
auf Kosten von Material aus Muskelzellen umgebildet werden. Allem An- 
schein nach kommt es zunichst zur Bildung von ,,Histonen“ und iiber diese 
zu derjenigen von Protaminen. Wie schwierig die Verhiiltnisse bei der 
Abtrennung von Proteinen liegen, zeigt besonders schén das Beispiel Salmin. 
Ich konnte nachweisen'), daB neben Diaminosiuren Monoaminosiuren vor- 
handen sind. Sicher festgestellt wurden Prolin, Alanin und Leucin. 
A. Kossel’) fand Prolin und gemeinsam mit H. D. Dakin‘) Serin. Die 
Differenz in den vorliegenden Feststellungen im Gehalt des Salmins an 
1) Diese Z. 41, 55 (1904). 

2) Diese Z. 40, 311 (1903/04). 
*) Diese Z. 40, 565 (1903/04). 
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einzelnen Monoaminosiuren klirte sich dahin auf, daB das von mir ver- 
wendete ,,Salmin“ aus Hoden stammte, die noch nicht ausgereift waren. 
Es konnte, was wesentlich ist, aus den gleichen Hoden nach mehrfacher 
Wiederholung der Abscheidung des Salmins ein Produkt gewonnen werden, 
bei dessen Hydrolyse weder Leucin noch Alanin aufgefunden wurde. Ge- 
rade dieses Beispiel zeigt, daB nicht verschieden zusammengesetzte Salmine 
vorlagen, vielmehr itiberwog der Gehalt der Hoden an Histon sehr stark 
und verhinderte trotz sorgsamer Anwendung der vorhandenen Methoden 
zur Isolierung des Salmins die unmittelbare Gewinnung eines einheitlichen 
Priparates. Um MiBverstindnissen vorzubeugen, sei bemerkt, da8 selbst- 
verstindlich in Zellen und Geweben Eiweifab- und -aufbau stattfindet. 
Wiirde man iiber ausreichend feine Methoden verfiigen, dann kénnte man 
Zwischenstufen isolieren und an diesen beweisen, daB sie, im Auf- oder 
Abbau begriffen, eine andere Zusammensetzung haben als das Ausgangs- 
material. Es handelt sich jedoch hierbei selbstverstindlich nur um in jedem 
Zeitpunkt vorhandene sehr geringe Mengen von Umwandlungsprodukten. 
Diese Phase des Stoffwechsels hat nichts mit den von Schenck erhobenen 
» Befunden® zu tun. 

Was nun die im hiesigen Institut durchgefiihrten und teils in dieser 
Zeitschrift (a. a.QO.), teils in der ,,Fermentforschung“ 14, 462 (1935) ver- 
Offentlichten Untersuchungen anbetrifft, so handelt es sich, wie in den ge- 
nannten Arbeiten angefiihrt, um die Untersuchung von SerumeiweiBkérpern 
von Pferd und Rind und ferner von Kaninchen, die teils mit Hafer, teils 
mit Kleie, teils mit Griinfutter ernihrt worden waren. Bei den letzteren Unter- 
suchungen wurde das Blut von 8—10 Tieren vereinigt. Die Zahl der durch 
gefiihrten Versuche steht weit hinter der der von Schenck durchgefiihrten 
Analysen (von etwa 4000 Proteinen!) zuriick. Dafiir kann jedoch volle Ge- 
wihr fiir die Einheitlichkeit der untersuchten Eiweiffraktionen und die 
Zuverlissigkeit der angewandten Methoden iibernommen werden. Die ge- 
samten Versuche haben iiber 1 Jahr in Anspruch genommen. Es sind bei 
weitem nicht alle Einzelversuche verdéffentlicht. Mehrfach sind die Be- 
stimmungen von mehreren Untersuchern zugleich durchgefiihrt worden, um 
laufend eine Kontrolle iiber die Zuverlissigkeit der erhobenen Ergebnisse 
zu besitzen. 

In einer mir soeben von Richard J. Block") zugegangenen Arbeit 
ist unter anderem festgestellt, daB Gewebsproteine von Pflanzen und Tieren 
der gleichen Art, die mit verschiedener Nahrung ernihrt worden sind, im 
gleichen Verhiltnis Arginin, Histidin, Lysin und Cystin enthalten. Der 
Verfasser betont, daB seine Ergebnisse im Gegensatz zu einigen ,,wenig 
iiberzeugenden“ Versuchen der Literatur stehen, und erwihnt dabei dic 
Arbeiten von E.G.Schenck und H.Wollschitt?*) und ferner von A. Roche’). 


1) Yale J. Biol. and med. 7, 235 (1935). 
2) Arch. f. exper. Path. 178, 260 (1933). 
8) Bull. Soc. Chim. biol. 16, 270 (1934). 
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Quantitative Bestimmung und Molekulargewichtsbestimmung 
von Digitalisstoffen auf colorimetrischem Wege. 
Von 
Wilhelm Neumann. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. April 1936.) 


Die meisten herzwirksamen Glykoside geben mit alkalischer 
Pikrinsiurelésung eine orangerote Farbung. Baljet') hat dies 
zuerst beobachtet und hat die Farbreaktion auf die Lactongruppe 
im Molekiil dieser Glykoside bezogen. Kine Rotfairbung mit 
alkalischer Pikrinsiurelésung, allgemein als Jaffésche Reaktion 
bezeichnet, geben bekanntlich zahlreiche Stoffe, deren gemeinsames 
Kennzeichen das Vorhandensein eines aktiven Wasserstoffatomes 
ist?) Auch im vorliegenden Fall trifft dies zu, denn Jacobs’) 
hat gezeigt, daB die Reaktion hier auf den aktiven Wasserstoft 
einer 4%.y-Lactongruppe zuriickzufiihren ist. 

Knudson und Dresbach‘) versuchten, mit Hilfe dieser Farbreaktion 
auf chemischem Wege die biologische Wirksamkeit von Digitalispriparaten 
(Tinkturen usw.) zu bestimmen. Bei eingehender Nachpriifung*) hat sich 
aber ergeben, daB die Methode fiir diesen Zweck nicht brauchbar ist. Da- 
gegen kann sie zur quantitativen Bestimmung einzelner Glykoside verwendet 
werden®’), Nach Knudson und Dresbach wird die Farbstirke der mit 
Pikrat versetzten Untersuchungslésung colorimetrisch bestimmt. Zum Ver- 
gleich benutzt man die Farbe einer in gleicher Weise mit Pikrat versetzten 
Lésung von g-Strophanthin von bekannter Konzentration und bestimmter 
pharmakologischer Wirksamkeit, oder man verwendet eine dieser Strophanthin- 





1) Schweiz. Apotheker-Ztg. 56, 71, 84 (1918). 

*) Vgl. z. B. Weise u. Tropp, Diese Z. 178, 125 (1928). 

5) Physiologic. Rev. 13, 241 (1933); vgl. auch Lendle u. Schmelzer, 
Arch. f. exper. Path. 177, 622 (1935). 

4) J. of Pharmacol. 20, 205 (1922). 

5) Literatur bei Lendle in Handb. d. exp. Pharmakol., Erg.-Werk I, 
63ff., (1935). 

6) Biehler u. Rist, Arch. f. exper. Path. 102, 139 (1924). 
7) Lendle u. Pusch, ebenda 177, 553 (1935). 








































242 Wilhelm Neumann, 


lésung anniihernd farbgleiche 0,344°/,ige Lésung von Kaliumbichromat. 
Die Schichtdicke der Bichromatlésung wird auf 20 mm festgesetzt. Nach 
dem Zusatz von Pikrat zur Lésung des herzwirksamen Stoffes durchliuft 
die Farbtiefe voriibergehend ein Maximum. Die Ablesung soll daher 20 
bis 80 Minuten nach Zusatz des Pikrats erfolgen. Die Methode ist von 
ihren spiteren Benutzern im wesentlichen unverindert iibernommen worden, 
obwohl z. B. fiir die Bestimmung jedes Glykosids eine neue Eichkurve er- 
forderlich ist’) und die Konzentration der Bichromatlésung recht willkiirlich 
gewihlt ist. AuBerdem bestehen Bedenken wegen der Eigenfarbe der Pikrat- 
lésung, da ja eine geringe Verinderung der leicht zersetzlichen Pikrinsidure 
schon zum Auftreten von rétlichen Ténen fiihren kann. 


Wir haben die Farbreaktion niher untersucht, um sie zur 
Bearbeitung bestimmter pharmakologischer Fragen heranziehen zu 
kénnen. Fiir die Messungen stand ein Pulfrichphotometer der 
Firma Zeiss zur Verfiigung, dessen Einrichtung und Handhabung 
als bekannt vorausgesetzt werden darf. Unter Vorschaltung der 
verschiedenen S-Filter verglichen wir zunichst das Absorptions- 
vermégen einer 0,344°/,igen Kaliumbichromatlésung (1) und einer 
Pikratlésung mit Zusatz eines geeigneten herzwirksamen Stoffes (2). 
Die in iiblicher Weise aufgezeichneten ,,typischen Farbkurven“ 
zeigten, daB das Absorptionsvermégen der Lisung 1 im Spektral- 
bereich von etwa 470 bis etwa 570 uu bei steigender Wellenlange 
viel stirker abnimmt als das der Lisung 2. Diese Tatsache ist 
von Bedeutung fiir die Verwendung der iiblichen Colorimeter mit 
veranderlicher Schichtdicke. Rétliche Farbténe sind hier ver- 
haltnismaBig schwer zu vergleichen. Man kénnte daher versuchen, 
durch Einschaltung geeigneter Filter Farbténe zu erzielen, die 
leichter abzuschitzen waren. Infolge der erwihnten Unterschiede 
der ,,typischen Farbkurven“ ist es aber nicht méglich, die Lé- 
sungen 1 und 2 in dieser Weise zu vergleichen, da jedes der in Be- 
tracht kommenden Filter ein Spektralgebiet von bestimmter Breite 
umfaBt. Bei Einschaltung der Filter werden die Farbténe in 
beiden Halften des Gesichtsfeldes deutlich verschieden, so daB ein 
zuverlissiger Vergleich ihrer Helligkeit unméglich wird. 

Diese Schwierigkeit besteht bei Verwendung des Pulfrich- 
photometers nicht, da bei diesem Instrument bekanntlich keine 
Vergleichslésung benétigt wird. Die Messung wird auch un- 
abhingig von etwa vorhandenen Verunreinigungen der Pikrin- 
siure, wenn man yor die zweite Offnung des Photometers die 
yleere“ alkalische Pikratlésung setzt. Das Pulfrichphotometer 
gestattet iiberdies eine so genaue Bestimmung der Extinktion, 
daB nun einige andere Besonderheiten deutlich werden, die bei 
der Colorimetrie nach Knudson und Dresbach bisher wenig 
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beachtet worden sind, die aber zu erheblichen Fehlern fiihren 
kénnen. 

Wie oben erwahnt, durchliuft die Farbtiefe voriibergehend 
ein Maximum, und es wird bisher vorgeschrieben, die Ablesung 
20—30 Minuten nach Ansatz der Reaktion vorzunehmen. Diese 
Vorschrift bedarf einiger Abiinderungen. Wir untersuchten den 
zeitlichen Verlauf der Farbtiefe und brachten dazu in der unten 
geschilderten Weise 4-10~°molare Lésungen von k-Strophanthidin 
zur Reaktion mit Pikratlésung. In Abstinden von einigen Minuten 
wurde unter Vorschaltung des Filters S,, die Extinktion # ab- 
gelesen. Das Maximum von F/ war nach 17 Minuten erreicht, 
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Fig. 1. 
k-Strophanthidin (c = 4-10—-* molar) in alkalischer Pikratlésung (vgl. unter ,,Methodik“‘). 
Filter S;.-S = 20 mm. 


Zeitlicher Verlauf der Extinktion A —— A bei 14°, x —— x bei 20°, O---+> O bei 25° 


die Werte fielen dann ziemlich schnell ab. Nach der unten er- 
wahnten EKichkurve (Fig. 2) wiirde bei der Ablesung nach 26 Minuten 
(ZH = 0,975) die Abweichung von der richtigen Konzentration 
(ce = 4-10-5 molar) etwa 2,5°/, betragen haben, nach 32 Minuten 
(ZF = 0,949) 5°/,, nach 41 Minuten (# = 0,930) 7°/, und nach 
47 Minuten (¥ = 0,913) 9°/,.. Bei weiteren Versuchen zeigte sich, 
daB die Zeit bis zum Erreichen des Maximums von der Versuchs- 
temperatur abhingig ist und daB auch die Hohe des Maximums 
davon beeinfluBt wird. 

Fig. 1 stellt den Verlauf der Extinktion in 3 Versuchsreihen 
bei 14, 20 und 25° dar. Man sieht, daB bei 25° das Maximum 
von £ schon nach 13 Minuten erreicht ist, bei 20° nach 19 Minuten 
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und bei 14° nach 23 Minuten. Die Maxima selbst liegen bei 
1,013 bzw. 0,995 und 0,983. Aus diesen Werten ergibt sich nach 
der Kichkurve (Fig. 2), daB bei 25° die Konzentration der Lésung 
etwa 1°/, zu hoch und bei 14° etwa 1°/, zu niedrig gefunden 
wiirde gegeniiber dem bei der Normaltemperatur von 20° er- 
mittelten Wert. Aus diesen Versuchen ergab sich folgende 


Methodik. 


Aus reiner Pikrinsiure (,zur Analyse“ von Kahlbaum) werden 
190 ccm einer 1°/,igen Lésung hergestellt und mit 10 cem einer 10°/,igen 
Natronlauge versetzt. Diese Pikratlésung bleibt bei geeigneter Aufbewahrung 
einige Wochen brauchbar. 10 ccm der Pikratlésung gibt man zu 10 cem 
der zu untersuchenden Liésung. Gleichzeitig stellt man aus 10 cem der 
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Fig. 2. 


Eichkurve. k-Strophanthidin (C,sH,,0,-1/, H,O) in alkalischer Pikratlésung mit 4°/, Alkohol. 
Filter S,,.. S = 20 mm. 


Pikratlésung und 10 cem Wasser (bzw. verdiinntem Alkohol) eine Kontroll- 
lésung her. Die Ansiitze fillt man in Kiivetten von 20 mm Schichtlinge 
und bestimmt die Extinktion der zu untersuchenden Lésung unter Vor- 
schaltung des Filters S,,. Falls das Instrument nur eine Teilung nach 
Werten der Durchlissigkeit D besitzt, so kann leicht auf die Extinktion 7 
umgerechnet werden, da bekanntlich H =— log D ist. Ansatz und Ab- 
lesungen sollen méglichst bei 20° erfolgen, jedenfalls nicht unter 18° und 
nicht iiber 22°. Man nimmt 3-4 Reihen von je 4—6 Einzelablesungen vor, 
wobei die erste Reihe 10 Minuten nach dem Ansatz beginnt, die letzte 
20 Minuten nach dem Ansatz. Die Kiivetten werden dabei nicht ver- 
tauscht, auch benutzt man immer dieselbe Kiivette vor derselben Offnung 
und liest immer an der gleichen Trommel ab. In jeder Reihe stellt man 
den Mittelwert fest, fiir die héchste abgelesene Extinktion Emax liest man 
schlieBlich aus einer Eichkurve (vgl. Fig. 2) die Konzentration ab. 
Selbstverstiindlich kénnen auch Kiivetten von anderer Schichtlinge 
benutzt werden, wenn man fiir diese an Hand einer bekannten Lésung eine 
Eichkurve anlegt. Letzteres ist nétig, da die Extinktion nicht genau pro- 
portional der Schichtdicke und der Konzentration verliuft. Bei einer 
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Schichtdicke von 20 mm und Filter S,, wihlt man am besten die Verdiinnung 
so, daB die Lésung etwa 1,5—4-10~° molar ist. Bei einiger Ubung kann 
dann die Konzentration bis auf 1—2°/, genau ermittelt werden. 

Die Reaktion mit alkalischer Pikratlésung ist, wie oben er- 
wihnt, an das Vorhandensein der 447-Lactongruppe im Molekiil 
der meisten herzwirksamen Glykoside und der entsprechenden 
Genine gebunden. Es fragt sich nun, ob alle diese Stoffe in der 
oben geschilderten Versuchsanordnung die gleiche maximale Extink- 
tion aufweisen, wenn man 4quimolare Liésungen untersucht. Es 
wire médglich, daB gelegentlich andere Teile der Molekiile die 
Reaktion der Lactongruppe beeinflussen oder ebenfalls mit der 
Pikratlésung reagieren. Derartige Stérungen scheinen aber sehr 
selten zu sein. Wir haben zahlreiche Glykoside und die Genine 
derselben, ferner geeignete Derivate und Abbauprodukte unter- 
sucht und dabei stets Ubereinstimmung zwischen FHyax und der 
molaren Konzentration gefunden (vgl. z. B. die weiter unten wieder- 
segebene ‘T'abelle). 


Schon Lendle und Schmelzer’) geben an, da8B zwischen Glykosid 
und Genin ,,eine quantitative Verschiebung der Reaktion im Verhiltnis des 
Molekulargewichts“ bestehe. Sie erhielten fiir Lésungen von Digitoxin 
1:75000 (umgerechnet c = 1,75-10~° molar) und Digitoxigenin 1:150000 
(umgerechnet c = 1,78-10~° molar) Farbgleichheit mit einer Kaliumbichromat- 
lésung bei Schichtdicken von 22,76 und 23,11 bzw. 23,33 und 23,45 mm. 
Die Ubereinstimmung dieser Werte ist gut. Auffillig ist aber, dab bei 
Digilanid A, welchem ebenfalls Digitoxigenin zugrunde liegt, mit einer L6- 
sung 1:60000 (umgerechnet ¢ = 1,70-10~° molar) die erheblich abweichende 
Schichtdicke von 20,35 mm gefunden wurde. Die weiterhin in dieser Arbeit 
fiir die genannten Stoffe und fiir andere Glykoside und Genine angefiihrten 
Werte gestatten bei der Umrechnung auf molare Konzentration keinen 
SchluB auf die von uns festgestellte genaue Abhingigkeit der Farbtiefe von 
dieser Konzentration. 

Nach unseren Versuchen kann man mit Hilfe einer genau 
definierten Liésung eines einzigen der hier in Frage kommenden 
Stoffe eine Eichkurve anlegen, nach der dann alle anderen eben- 
falls bestimmt werden kénnen. 

Zur Anlegung der Eichkurve benutzten wir k-Strophanthidin. Dieses 
Genin ist in Anlehnung an die Arbeitsweise von Jacobs und Heidel- 
berger’) durch Erwiirmen einer mit Salzsiiure kongosauer gemachten 
Liésung von k-Strophanthin leicht zu erhalten und durch Krystallisation aus 
verdiinntem Methylalkohol zu reinigen. Die Formel des lufttrocknen Mate- 
rials ist als C,,H,,0,-'/,H,O (Molekulargewicht 413) sichergestellt'). Wir 
fiihren alle Bestimmungen in Gegenwart von 4°/, Alkohol aus, weil dann 





*) Arch, f. exper. Path. 177, 624 (1935). 
*) J. of Biol. Chem. 54, 255 (1922). 1°”) ebenda S. 256. 











































246 Wilhelm Neumann, 


auch sehr schwer lésliche Stoffe ohne Abiinderung der Versuchsbedingungen 
zu untersuchen sind. Es empfiehlt sich, die Eichkurve fiir das jeweils be- 
nutzte Instrument durch einige Versuche zu kontrollieren. Man kann zwar 
die erforderliche Einstellung der Photometerlampe auf gleiche Beleuchtung 
beider Offnungen recht genau vornehmen. Bekanntlich bleiben aber trotz- 
dem noch geringere optische und mechanische Fehlerméglichkeiten offen, 
die gewohnlich durch Vertauschen der Kiivetten und Ablesen an der zweiten 
Trommel kompensiert werden, indem man aus beiden Ablesungsreihen den 
Mittelwert bildet. Dieses Verfahren ist hier nicht zulissig, weil infolge der 
oben geschilderten stindigen Anderung der Extinktion das Ergebnis erst 
recht fehlerhaft wiirde. 


Mit dieser Methode ist es grundsitzlich méglich, alle reinen 
Lésungen von Stoffen der Digitalisgruppe quantitativ zu unter- 
suchen, sofern diese Stoffe eine 44:’-Lactongruppe besitzen. In 
erster Linie gilt dies fiir die meisten Glykoside und ihre Genine. 
Stérungen durch die Zuckerkomponente der Glykoside haben wir 
nicht beobachtet, obwohl z. B. Glucose ebenfalls mit alkalischer 
Pikrinsiure reagiert!!), wenn auch unter anderem Farbverlaut. 
In Fallen, wo die Doppelbindung durch Hydrierung oder Isomeri- 
sierung beseitigt ist!*), kann mit der Methode die Vollstindigkeit 


des Umsatzes gepriift werden. Es ist aber nicht méglich, auf 


diesem Wege die pharmakologische Wirkung eines neuen Stoffes 
vorauszusagen. Schon Jacobs}*) hat gefunden, daB das physio- 
logisch unwirksame Allocymarin und sein Genin die Farbreaktion 
ebenso gibt wie das herzwirksame Cymarin und dessen Genin. 
Wir kénnen diese Angaben durch zahlreiche eigene Beob- 
achtungen erweitern, auf die jedoch an dieser Stelle nicht ein- 
gegangen werden soll. 


Die Methode kann iiberdies verwendet werden zur Bestim- 
mung des Molekulargewichtes von Stoffen der erwihnten 
Art. Diese halten bekanntlich oft Krystallésungsmittel auBer- 
ordentlich fest, so daB die Analysenresultate schwer deutbar 
sind und eine Molekulargewichtsbestimmung mit kryoskopischen 
Methoden unméglich wird. Nach Windaus?%) benutzt man in 
solchen Fiillen die quantitative Verseifung der Lactongruppe zur 
Molekulargewichtsbestimmung. Unsere Methode ergibt Molekular- 
gewichte, die der Summenformel des betreffenden Stoffes unter 
EinschluB etwa vorhandener Krystallésungsmittel entsprechen. 


") Braun, J. prakt. Chem. 96, 412 (1865). 
1) Jacobs, Physiologic. Rev. 13, 241 (1933). 
13) Ber. chem. Ges. 48, 982 (1915). 











auf Grund der Reaktion mit alkalischer Pikratlisung. 


Bestimmung von Molekulargewichten 
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In der vorstehenden Tabelle sind die Angaben in der dritten 
Spalte von links so zu verstehen, dab die eingewogene Menge 
im MeBkolben in Alkohol gelést wurde und aus einem aliquoten 
Teil dieser Stammlésung dann durch weitere Verdiinnung die 
untersuchte Lésung hergestellt wurde. Die Ubereinstimmung 
zwischen berechneten und gefundenen Werten ist recht gut, un- 
abhiingig davon, welches der verschiedenen Genine im einzelnen 
Falle die Reaktion lieferte oder um welche Derivate eines Genins 
es sich handelte. Ebenso besteht kein Unterschied zwischen herz- 
wirksamen und unwirksamen Stoffen, wie z. B. Allocymarin und 
Trianhydrostrophanthidin. 

Diese Methode der Molekulargewichtsbestimmung verbraucht 
auBerordentlich geringe Substanzmengen. Aus den nicht ver- 
wendeten Mengen der Ausgangslésung kann ndétigenfalls die Sub- 
stanz zuriickgewonnen werden. Bei dem einen Versuch mit 
Digitoxigenin (Ayax = 0,378) wiirde dann beispielsweise ein Ver- 
brauch von weniger als 10 ccm der angegebenen Verdiinnung zur 
Fillung der Kiivette geniigen, entsprechend etwa 0,05 mg Digi- 
toxigenin. Bei Verwendung einer Mikrokiivette von 5 cm Schicht- 
lange und 1 ccm Inhalt wiirde schon ein Verbrauch von etwa 
1—2 y Digitoxigenin ein recht zuverlissiges Ergebnis liefern. 


Anmerkung bei der Korrektur: Kiirzlich hat Hauschild [Arch. 
f. exper. Path. 179, 255 (1935)] in dhnlicher Weise mit dem Pulfrich- 
Photometer Eichkurven zur Bestimmung von Digitoxin und g- und k-Stro- 
phanthin ermittelt. Der Einflu8 von Temperatur und Zeit auf die Farbtiefe 
und ebenso der Zusammenhang zwischen maximaler Extinktion und molarer 
Konzentration haben in dieser Arbeit keine Beriicksichtigung gefunden. 























Physikalisch-chemische Untersuchungen 
an einigen Mucinen und Mucoiden. 
Von 
Carl-Olof Oldfeldt. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1936.) 


Bereits frithzeitig wurden bei verschiedenen Mucinen saure 
Kigenschaften beobachtet. Hammarsten’) fand, daB Submaxillaris- 
mucin, das bis zur Siiurefreiheit des Waschwassers ausgewaschen 
war, gegen Lackmus noch immer stark sauer reagierte, Das Aus- 
waschen konnte beliebig lange fortgesetzt werden, immer noch 
firbten die Mucinflocken blaues Lackmuspapier rot. Drei Ursachen 
hierfiir konnten diskutiert werden: 1. daB dem Priparat von der 
Darstellung her doch noch Siure anhaftet, 2. daB eine saure 
Verbindung von Mucin und Saure vorliegt, und 3. da das Mucin 
selbst eine Siure ist. Hammarsten betrachtet 3. als die wahr- 
scheinlichste Annahme. Die Hypothese 1. konnte ausgeschlossen 
werden, da das Priparat zu geringe Mengen Chlor enthielt (die 
evtl, anhaftende Siure miiBte HCl gewesen sein), 2. konnte nicht 
villig ausgeschlossen werden, erschien aber aus manchen Griinden 
unwahrscheinlichh Hammarsten stellte keine Versuche an, um 
das Alkalibindungsvermégen des Submaxillarismucins zu_ be- 
stimmen. Loebisch®?) bestimmte die Laugenmenge, die 1 g 
Sehnenmucoid (in einer geringen Menge Wasser aufgeschlimmt) 
verbraucht, bis es gegen empfindliches violettes Lackmuspapier 
nicht mehr sauer reagiert. Er fand, daB 1 g trockenes Mucin 
125—126 x 10-5 Mol KOH verbraucht. F. Miiller’) fand, dab 
ein von ihm dargestelltes Mucin aus Sputum gegen Lackmus 
sauer reagierte, und daB es zur Neutralisation pro g 12,5 ccm 
0,1 n-Natronlauge verbrauchte, also 125 x 10~® Mol pro g Mucin. 
Kr verglich seine Werte mit den von Spiro und Pemsel*) an 
Casein und Serumalbumin erhaltenen, nimlich 65—85 x 107° 
bzw. 80—152 x 105 und schloB daraus, daB die sauren Kigen- 
schaften des Sputummucins nicht oder nur unwesentlich stirker 
18* 
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seien, als diejenigen anderer Eiweifkérper. Seine Ergebnisse 
scheinen also der Hammarstenschen Auffassung der Mucine als 
Saiuren zu widersprechen. Untersuchungen der elektrochemischen 
Kigenschaften der Mucine mit modernen Methoden scheinen, mit 
Ausnahme einer unten zitierten Arbeit iiber Glaskérpermucoid 5), 
nicht vorzuliegen. | 


Bei der im folgenden beschriebenen Untersuchung stellte 
ich mir die Aufgabe, die elektrochemischen Eigenschaften ge- 
wisser Glykoproteide etwas naher zu untersuchen, und zwar durch 
Bestimmung ihrer isoelektrischen (bzw. isoionen) Punkte, sowie 
durch Bestimmung ihrer Titrationskurven und ihres Siure- und 
Basenbindungsvermégens. 


Darstellung der Mucinpraparate. 


Submaxillarismucin wurde nach Hammarsten!) dargestellt, nach der 
Fallung im Zentrifugenrohr mit kaltem destillierten Wasser bis zur Chlor- 
freiheit des Waschwassers gewaschen und unter Wasser kiihl aufbewahrt, 
bis es untersucht werden konnte (1—2 Tage). 


Das Nabelschnurmucin wurde nach Jernstrém®) dargestellt, doch 
mit gewissen Abiinderungen. Die Nabelschniire wurden kihl aufbewahrt, 
dann zerschnitten und mit physiologischer Kochsalzlésung méglichst blutfrei 
gewaschen. Sie wurden dann 12 Stunden lang bei +2° mit physiologischer 
Kochsalzlésung unter Riihren extrahiert. Der Extrakt wurde abgesiebt und 
zentrifugiert, wobei eine ziemliche Menge intakter Erythrocyten entfernt 
werden konnte. Die Nabelschnurstiicke wurden dann einer zweiten, analog 
durchgefiihrten Extraktion unterworfen. Der erhaltene zweite Extrakt wurde 
wie der erste behandelt. Die zentrifugierten Extrakte, die recht stark rot 
gefiirbt und sehr viscos waren, wurden vereinigt und mit Essigsiiure unter 
starkem Riihren entsprechend Jernstréms Vorschrift gefillt. Das Mucin 
lieB sich an dem als Riihrer benutzten Glasstab sammeln und wurde még- 
lichst schnell in ein anderes GefaéB iiberfiihrt und mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Bei schnellem Arbeiten zeigt das ausgefillte Mucin eine geringere 
Himatinfirbung als bei langsamer Entfernung des Mucins aus der urspriing- 
lichen Lésung. Die Mucinfallung wurde mit destilliertem Wasser mehrmals 
verknetet, bis 100 cem des mit Phenolphthalein versetzten Waschwassers 
zur Rotfirbung nur noch 2—3 Tropfen 0,1 n-NaOH verbrauchten. Die Mucin- 
klumpen wurden dann zerteilt und in destilliertem Wasser suspendiert. 
Dazu setzte man so viel Kaliumbicarbonatlisung, daB ein in die Reaktions- 
mischung getauchtes Lackmuspapier beim Trocknen blau wurde. Beim 
Umriihren wihrend einiger Stunden in der Kite, ging das Mucin in Lésung, 
wobei eine himatingefirbte, viscose Fliissigkeit entstand. Das Mucin wurde 
hieraus wiederum mit konzentrierter Essigsiure gefallt. Das Mucin wurde 
wie oben gewaschen und wiederum in der mindestméglichen Menge Bi- 
carbonatlésung in der Kilte gelést und mit Essigsiure gefillt. Die neue 
Fillung lieB sich wie die friiheren an dem Glasstab sammeln und wurde 
in der Zentrifuge gewaschen, bis etwa 100 ccm Waschwasser mit Phenol- 
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phthalein und 1 Tropfen 0,1 n-NaOH versetzt rot gefirbt wurden. Das 
Nabelschnurmucin wurde wie das Submaxillarismucin aufbewahrt. 

Cornea- und Glaskérpermucoid wurden nach Mérner’) dargestellt 
und wie oben in der Zentrifuge gewaschen. 

Submaxillaris- und Nabelschnurmucin zeigten die typischen Eigen- 
schaften der Mucine, gaben also mit geringen Mengen Alkali viscose, faden- 
ziehende Lésungen. In der folgenden Tabelle wird der Stickstoffgehalt 
meiner Priparate mit dem Priiparat von Hammarsten und Jernstrém 
verglichen. 

Hammarsten  Vorliegende Untersuchung 


Submaxillarismucin ..... 12,3 °/, 11,2°/, 
11,7, 
Jernstré6m 
Nabelschnurmucin. ..... 18,9 °/, 13,6 °/y 
14,4°/, 
14,1, 


Stickstoffgehalt der Priiparate von Cornea- und Glaskérpermucoid im 
Vergleich zu den Werten von Mérner. 


Morner Vorliegende Untersuchung 
Corneamucoid. ....... 12,8°/, 13,0°/, 
13,8°/, 
13,2°/, 
Glask6rpermucoid. ... .. . 12,3 °/, 12,7, 
12,8°/, 


Methoden zur Bestimmung der Titrationskurven, 
des Alkali- und Saurebindungsvermogens 
und des isoelektrischen Punktes. 


Titrationskurven. Es wurde eine schwache Mucinlésung dadurch 
erhalten, da8 eine geringe Menge Mucin in einem 100 cem-MeBkolben mit 
einer gewissen Menge Salzsiiure versetzt wurde. Das Mucin léste sich teil- 
weise, man setzte kohlensiiurefreies destilliertes Wasser bis zur Marke zu 
und filtrierte schnell vom Ungelésten ab. Das Filtrat wurde in einer ge- 
schlossenen Flasche aufbewahrt. In einer Serie verkorkter Reagenzgliser 
wurden gleiche Teile der Mucin-Salzsiiurelésung (in der Regel 5 ccm) mit 
wechselnden Mengen Natronlauge aus einer Biirette versetzt und mit kohlen- 
siiurefreiem Wasser auf 15 ccm aufgefiillt. Sobald die Versuchsreihe an- 
gesetzt war, wurde mittels einer Glaselektrodenapparatur mit Radioréhren- 
elektrometer (Cambridge Instrument Co.) das p,;, bestimmt. Der Stickstoff- 
gehalt wurde in der urspriinglichen Lésung durch Mikro-Kjeldahl-Be- 
stimmung ermittelt. Falls nur der saure Ast der Titrationskurve bestimmt 
wurde, so erfolgte die p,,,-Messung mittels der Chinhydronelektrode. — 
Die kleinen Mucinkonzentrationen, die hier zur Anwendung kamen, ge- 
statteten keine geniigend genaue Berechnung des Alkalibindungsvermégens. 
Deshalb wurde dieses in gesonderten Versuchen bestimmt, bei denen betriicht- 
lich héhere Mucinkonzentrationen angewandt wurden. 

Basenbindungsvermégen. Bei der Bestimmung des Basenbindungs- 
vermégens von Submaxillaris- und Nabelschnurmucin wurde folgendermafen 
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verfahren [im groBen und ganzen nach Cohn und Berggren]. Eine 
relativ groBe Menge Mucin wurde in einem 100 cem-MeBkolben mit kohlen- 
siiurefreiem destillierten Wasser und einer gewissen, relativ groBen Menge 
0,1 n-Natronlauge versetzt, wobei sich das Mucin im allgemeinen villig 
léste (Submaxillarismucin stets). Evtl. ungeléstes Mucin wurde durch De. 
kantieren entfernt. In der klaren Liésung wurde der Stickstoffgehalt 
mittels Mikro-Kjeldahl-Bestimmung und das p,, mit palladinierten Platin- 
elektroden nach P. Nylén®) ermittelt. An jeder Lésung wurden 2 bis 
3 Messungen in verschiedenen Elektrodengefifen durchgefihrt. Die Meb- 
ergebnisse stimmten auf 0,02—0,03 p,;,-Einheiten untereinander iiberein. 


Siurebindungsvermégen. Das Siurebindungsvermégen wurde 
teils aus den bei der Bestimmung der Titrationskuryen erhaltenen Werten 
berechnet, teils in analoger Weise bestimmt, wie es oben fiir die Bestimmung 
des Alkalibindungsvermégens beschrieben worden ist. 


Isoelektrischer Punkt. Die Versuche zur Feststellung des iso- 
elektrischen Punktes der Mucine wurden durch Bestimmung des Ldslich- 
keitsminimums ausgefiihrt. Das Mucin wurde in Salzsiiure bekannter Konzen- 
tration (gewohnlich 0,02 n) gelést. Citrat—-Salzsiiurepuffer nach Serensen 
mit wechselnden py wurden zugesetzt. Die Mischung wurde im Kiihlraum 
(+ 1° bis + 2° eine Stunde lang mit 3000 Touren/Minute zentrifugiert. 
Von den Réhren, in denen ein Niederschlag von Mucin auf dem Boden 
vorhanden war, wurde die iiberstehende klare Fliissigkeit abgegossen und 
auf ihren Stickstoffgehalt untersucht, auSerdem auf ihr p,, (mittels der 


Chinhydronelektrode bei 18°). 


Submaxillarismucin. 


Kine typische Titrationskurve von Submaxillarismucin wird 
in Fig. 1 wiedergegeben. Schon aus dem Verlauf der Titrations- 
kurve im Vergleich zu der Titrationskurve reiner Salzsiiure- 
lésungen gleicher Konzentration (gestrichelte Kurve) gehen die 
stark sauren Eigenschaften des Mucins hervor. 

Die isoione Reaktion des Submaxillarismucins wurde in 
Titrierversuchen mit variierter Proteinstoffkonzentration nach 
Serensen, Linderstrom-Lang und Lund!’) bestimmt. Sie 
wird durch den Schnittpunkt der Titrationskurven gegeben, wo 
Pan also unabhingig von der Proteinstoffkonzentration ist. 


Fiir drei verschiedene Priparate lag der isoione Punkt bei 
Pan 3,40—3,45. Einer von diesen Versuchen ist in Fig. 2 wieder- 
gegeben. (Die Titrationskurve fiir eine 0,04 n-Salzsiurelisung 
geht nicht exakt durch den Schnittpunkt der beiden Mucin- 
titrationskurven, wahrscheinlich weil das Mucinpriaparat nach 
dem Auswaschen nicht in véllig isoionem Zustand vorlag. Es 
verbrauchte eine geringe Menge Salzsiure, um zu seiner isoionen 
Reaktion gebracht zu werden.) 
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Das Alkalibindungsvermégen des Submaxillarismucins wurde, 


wie schon oben erwihnt, in besonderen Versuchen bestimmt. Die 
Art der Berechnung geht aus T'ab. I hervor. 
zwischen zugesetztem und freiem 
Alkali wird als von Eiweif ge- 
bunden gerechnet, das freie Al- 
kali wird aus den gemessenen 
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Alkalibindungsvermégen des Submaxillarismucins. 
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Tabelle I. 


Die Differenz 
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Pan-Werten errechnet. 


gefihrt. Fir Variationen in der H-Ionenaktivitét wurde nach 
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in Mol x 107° 
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a, 4 
595 154 
161 
421 147 
140 
787 178 
181 
980 160 
158 
295 161 
151 








Die Messungen wurden bei + 20° aus- 
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Cohn und Berggren (a. a. O., Tabelle 8.52) korrigiert. Die 
Korrektionen sind in p, ausgedriickt. p, = pan — P,. 


Tabelle II. 
Sdurebindungsvermégen des Submaxillarismucins. 
Versuch A. 


In jedem Rohr 5 cem Mucinlésung in 0,0401 n-Salzsiiure, 76 x 10~* g Mucin 
enthaltend. Wechselnde Mengen 0,040 n-Natronlauge. Destilliertes Wasser 
bis zum Volumen von 15cem. p,j,-Bestimmung mit der Chinhydronelektrode. 



































Pp, = 0,04. 
Zugesetzte HCl minus Freie \Gebund. HCl pro 
Rohr | | 
N HCl |NaOH,| NaOH Pan Pr HCl ig Mucin 
i as pe ae ee ee ; 
in Mol x 10~° in Mol x 107° 
— oe cl —————— = — SS i — 
22 20,1 | 4,0 16,1 2,07 | 2,03 | 14,0 | 2,1 | 30 
23 20,1 8,0 | 12,1 2,22 | 2,18 9,9 22 | 81 
24 20,1 | 12,0 8,1 2,43 | 2,39 6,1 2,0 | 28 
25 20,1 | 14,0 6,1 2,61 | 2,57 40 | 21 | 30 
26 20,1 | 16,0 4,1 2,79 2,75 2,7 14 | (20) 
27 20,1 | 18,0 2,1 3,13 | 3,09 12 | 09 | (18) 








Tabelle III. 
Siurebindungsvermégen des Submaxillarismucins. 
Versuch B. 


In jedem Rohr 5cem Mucinlésung in 0,040 n-Salzsiiure, 59,2 x 10~%g Mucin 
enthaltend. Wechselnde Mengen 0,040 n-Natronlauge. Destilliertes Wasser 
zur Ergiinzung auf 15ccm. p,y durch Chinhydronmessung. p, = 0,04. 























Zugesetzte HCl minus Freie Gebund. HC! pro 
Rohr} wo |NaOH| NaOH | p. | py HCl 'g Muein 
Nr. pace a J : 
in Mol x 107° in Mol x 1075 
) nn ener em = a | ree — a ere _ —~ 
12 20,0 | 82 / 11,8 2,22 | 2,18 | 9,9 1,9 32 
13 20,0 | 12,0 | 8,0 2,42 1 2,38 | 6,2 1,8 30 
14 20,0 | 140 | 6,0 259 | 2,55 | 4,2 18 | 30 
15 20,0 | 160 | 4,0 289 | 285 | 2,1 19 | 32 
16 20,0 | 18,0 | 2,0 3,26 | 3,22 | 0,9 1,1 (19) 








Das Alkalibindungsvermégen des Submaxillarismucins ist also 
nach diesen Versuchen im Durchschnitt 159 x 10~-° Mol pro 
Gramm Mucin. 

Die Versuche zur Bestimmung des Siiurebindungsvermégeus 
des Submaxillarismucins sind in Tab. Il und LI wiedergegeben. 
Die Berechnung des maximalen Siiurebindungsvermégens wurde 
in analoger Weise ausgefiihrt wie die Berechnung des maximalen 
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Basenbindungsvermégens. Das Saurebindungsvermégen dieses 
Mucins betragt also etwa 30 x 10~° Mol pro Gramm. 

In der untenstehenden Tabelle sind die in der vorliegenden 
Untersuchung erhaltenen Werte fiir das Siéure- und Alkali- 
bindungsvermégen des Submaxillarismucins mit den entsprechenden 
Werten fiir einige andere HiweiBstoffe [Cohn !*)] zusammengestellt. 


'1e 
























in a ee 














er EiweiBstoff Sdiurebindungs- | Alkalibindungs- 

e, vermégen vermégen 

_ Casein (Hammarsten) ..... 90 183 
ee a ee ee 80 80 

0 EE ea Ay ek ee ee 89 57 

n Submaxillarismucin ....... 30 159 


Charakteristisch fiir das Submaxillarismucin ist also sein 
niedriges Saiurebindungsvermégen zusammen mit seinem hohen 
Alkalibindungsvermégen. 

Der isoelektrische Punkt des Submaxillarismucins wurde mit 
der oben angegebenen Methodik in Citrat—Salzsiiurepufiern er- 
mittelt. Versuchstemperatur +18°. Vgl. Tab. IV und V. 


Tabelle IV. 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Submaxillarismucin in Citrat- 
puffer. In jedem Rohr 50 ccm Puffer und 10cem Mucin in 0,04 n-Salzsiure. 











| - —_ 
| Nr com ccm , mg N 
— m/10-Citrat m/10-HCl Pal pro 100 cem 

1 10,0 40,0 1,56 7,0 

2 12,5 87,5 1,69 4,2 

3 15,0 35,0 1,99 3.6 

4 16,35 33,65 2,21 3,2 

5 17,50 32,50 2,48 3,2 

6 18,75 31,25 2,70 3,2 

7 20,0 30,0 2,84 3,4 

8 22,5 27,5 3,26 4,0 














Die erhaltenen Stickstoffwerte unterscheiden sich, wie er- 
sichtlich, recht wenig voneinander. Ein ausgepriigtes Léslichkeits- 
minimum liegt also nicht vor, eher eine relativ breite Zone ge- 
ringer Léslichkeit. Es diirfte jedoch berechtigt sein, den Mittel- 
punkt dieser Zone, der gleichzeitig der Mittelpunkt und der 
niedrigste Punkt der ausgeglichenen Léslichkeitskurve ist, als 
den isoelektrischen Punkt des betreffenden Mucins in Citrat- 
puffer zu betrachten. Der isoelektrische Punkt des Submaxillaris- 
mucins in Citratpuffer wurde demnach bei p,, = 2,5 gefunden. 
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Tabelle V. 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes des Submaxillarismucins in Citrat- 


puffer, —- Versuchsanordnung wie in obenstehendem Versuch. 





r ecm ecm mg N 
Nr. m/10-Citrat n/10-HCl Pal pro 100 ecm 
1 12,5 87,5 1,72 4,0 
2 14,0 36,0 1,87 3.8 
3 15,0 (2) 35,0 (?) 2,28 8,1 
4 16,3 38,7 2,21 3,2 
5 17,5 32,5 2,46 3,2 
6 18,75 31,25 2,68 3,1 
7 20,5 29,5 2,98 3,7 
8 22.5 27,5 8,24 4,0 


























Dieser Wert unterscheidet sich also ziemlich betriichtlich von 
den oben fiir den isoionen Punkt dieses Mucins festgestellten. 
Die am nichsten liegende Erklirung dieser Diskrepanz liegt wohl 
in einer besonderen Beeinflussung seitens des Citrations*). 


Nabelschnurmucin. “ 


Titrationskurve, Die Ergebnisse zweier MeBreihen stimmten 
gut tiberein. Die eine wird in Fig. 3 mitgeteilt. In gewissen 
Rohren in diesen Serien wurde 
eine Flockung wahrgenommen, 
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ie deren Maximum in der Nahe 
Ors, von Pan 4,5 lag. (In der Aus- 
9} flockungszone muB der Ver- 
lie lauf der Titrierkurve wohl als 
| etwas unzuverlissig betrachtet 
: [| werden.) 
aed Siure- und Basen- 
ae an bindungsvermégen wur- \ 
| Se ee den in besonderen Versuchen be- c 
shvcadisczle ce stimmt. Versuchsanordnung wie | 
eee ee i ae ae ov| | beiSubmaxillarismucin.DieVer- FF , 
ft $3 2 4 a7 2 3 *% suche sind in Tab. VI und VII | 
— mitgeteilt. : ’ 
*) Anmerkung bei der Korrektur. — Der isoelektrische Punkt ( 
des Submaxillarismucins wurde kiirzlich auch von A. Roche [C. r. Soe. Biol. I 


120, 1229 (1935)] bestimmt, und zwar durch Feststellung des Léslichkeits- 
minimums in salzfreier Lésung. Das Minimum wurde bei py 2,7 gefunden. 
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Tabelle VI. 


Alkalibindungsvermégen des Nabelschnurmucins. 
























































oo aol r-) ma r-) g 1 
* eeb obiés bi - Bb 
Sg sy [Sax] ab | Bes 
n Priip 2 = bs Pat Py PH m = Fic ke cE je — as 
SO = Ba B7a| = wo 1208 
[Sea malo s 5,8 
N-9 102,1 | 11,61 | 0,04 | 11,57 | 26,9 | 75,2 | 504,4 | 140 
11,63 11,59 28,2 73,9 137 
N-10 | 153,2 | 12,00 | 0,05 | 11,95 | 64,6 | 88,6 | 497,8 | 155 
12,00 11,95 | 64,6 | 88,6 155 
11,96 11,91 | 58,9 | 94,3 169 
N-11 122,4 11,96 0,04 11,92 60,3 62,1 319,9 161 
11,96 11,92 | 60,3 | 62,1 161 
0 N-13 | 122.4 | 11,84 | 0,04 | 11,80 | 45,7 | 76,7 | 486,7 | 142 
i. = 11,84 11,80 | 45,7 | 76,7 142 
] N-24 | 204,8 | 12,30 | 0,05 | 12,25 | 151,4 | 53,4 | 366,0 | 146 
12,32 12.27 | 158,5 | 46,3 139 
Tabelle VII. 
Siurebindungsvermégen des Nabelschnurmucins. 
8 fs eb is b&b} - | 2b 
' 37 Hx lsaxl eo lads 
Prip. |} ==] Pan Py Pu “nm tail 2” iss 
C tor 39S je Si sx 4 ap 0 
sOe tae | >D ” = oF 
NE g Bq | g Bd 
N-17 | 150 2,03 | 0,04 | 1,99 | 102,38 | 47,7 | 341,5 140 
2,05 2,01 97,7 52,3 153 
N-is | 200 | 2,26 | 0,04 | 2,22 | 150,6 | 49,4 | 369,5 134 
3 2,25 2,21 | 1542 | 45,8 124 
| N-19 | 100 | 2,12 | 004 | 2,08 | 83,2 16,8 | 125,7 134 
2,12 2,08 83,2 16,8 134 


























Es ergibt sich also, daB das Alkalibindungsvermégen des 
Nabelschnurmucins etwa 150 x 10-5 Mol pro Gramm und das 
Siurebindungsvermégen 136 x 10~-° ist. Alkali- und Siure- 
bindungsvermégen unterscheiden sich demnach relativ wenig von- 
einander. Das Nabelschnurmucin hat etwa dasselbe Alkali- 
bindungsvermégen, aber ein viel gréBeres Siurebindungsvermégen 
als das Submaxillarismucin. 

Der isoelektrische Punkt des Nabelschnurmucins in 
Citratpuffer wurde wie oben fiir das Submaxillarismucin bestimmt. 
Die Léslichkeit des Nabelschnurmucins zeigte innerhalb des 
untersuchten Acidititsgebietes nur sehr geringe Schwankungen. 
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Aus Tab. VIII laBt sich ersehen, daS ein Minimum bei p,, 3,8 


bis 3,9 angedeutet ist. 
Tabelle VIII. 
Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Nabelschnurmucin in Citrat- 
puffer. Zu 48 ccm Puffer kamen 10 ccm einer Lésung von Mucin in n/50-HC), 
Versuchstemperatur + 20°. 






































a ccm ecm mg N 
n/10-HCl m/10-Citrat Pai pro 100 cen 

1 32 16 2,21 1,55 
2 30 18 2,64 1,39 
3 29 19 2,85 1,31 
4 28 20 2,93 1,42 
5 26,5 21,5 8,30 1,28 
6 25,5 22,5 3,41 1,28 
7 23 25 3,68 1,17 
8 21,5 26,5 8,92 0,98 
9 19,5 28,5 4,06 1,28 

10 ee 35 4,50 1,28 

_n/10-NaOH 
11 2 46 5,038 1,39 
Corneamucoid. 


Titrationskurve. Eine der aufgenommenen, gut iiber- 
einstimmenden Kurven wird in Fig. 4 wiedergegeben. In einigen 
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Rohren entstand eine Fillung, am stiirksten zwischen pay 4 und 5. 
Nach dem Verlauf der Titrationskurve zu urteilen, ist das Alkali- 
bindungsvermégen des Corneamucoids gréBer als das Siure- 
bindungsvermégen. In dieser Hinsicht zeigt das Corneamucoid 
somit eine Ubereinstimmung mit dem Submaxillarismucin. Da 
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,8 allzu geringe Mengen Mucoid in Lésung gingen, so konnten die 
erhaltenen Titrationswerte nicht fiir die Berechnung des Siaure- 
und Basenbindungsvermégens angewandt werden. 

4 Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes im Citrat- 

'  — puffer wurde wie weiter oben beschrieben ausgefiihrt. Ergebnisse 

~ | ygl. Tab. TX. Danach liegt der isoelektrische Punkt bei pay 3,6. 

Tabelle IX. 
Bestimmung des isoelektrischen Punktes des Corneamucoids in Citratpuffer. 
In allen Réhren 10 cem einer Lésung von Mucin in n/50-HCl, dazu 
48 ccm Puffer. Versuchstemperatur + 20°. 
Rohr ecm ecm Citrat mg N 
Nr. n/10-HCl nach Serensen Pal pro 100 ccm 
1 —_— + =e +F- fhlUmCClClC 
2 23 25 3,81 1% 
3 24,25 23,75 3,65 1,3 
4 25,5 22,5 3,48 1,3 
5 28 20 3,09 1,4 
6 31,35 16,65 2,43 2,2 
7 33 15 2,12 2,6 
s 38 10 1,67 2,7 

- Glaskorpermucoid. 

Kine der beiden aufgenommenen Titrationskurven ist 
in Fig. 5 mitgeteilt. In einigen Réhren entstanden Fillungen. 
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Flockungsoptimum zwischen pay 4 und 5. Auch hier konnten 
die Titrationskurven nicht fiir die Berechnung des Siure- und 
Basenbindungsvermégens verwertet werden. Der isoelektrische 
Punkt des Glaskérpermucoids in Citrat liegt nach dem in Tab. X 
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wiedergegebenen Versuch bei pay 3,0. Diese Zahl stimmt gut 
mit dem Wert iiberein, den P. Reiss und J. Roche’) fir das 
Léslichkeitsminimum des Glaskérpermucoids fanden. 


Tabelle X. 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes des Glaskérpermucoids 
in Citratpuffer. 
Das Mucoid war in n/50-HCl gelést. 10 ccm dieser Lisung zu 48 cem 
Puffer gefiigt. Versuchstemperatur + 20°. 



































Rohr ecm ecm Citrat mg N 
Nr. n/10-HCl nach Serensen Pal pro 100 cem 
1 31,35 16,65 2,36 0,78 
2 30,55 17,5 2,43 0,65 
3 28 20 3,01 0,40 
5 25,5 22,5 3,40 0,44 
5 24,25 23,75 3,56 0,59 
6 23 25 3,72 0,79 
7 20,5 27,5 3,98 0,95 
8 13 35 4,81 1,27 
Zusammenfassung. 
Loslichkeits- Alkali- Sdure- 
Art ——— minimum bindungs- bindungs- 
des Glyko- " in Citrat- | yvermégen | vermégen 
proteids am putter pro g prog 
Pa in Mol x 10~*Jin Mol x 107° 
Submaxillaris 3,40—-3,45 2.5 159 30 
Flockungsoptimum 
im Titrationsversuch 
— ar 
Nabelschnur etwa 4,5 3,8 150 136 
Cornea... 4—5 3,6 na — 
Glaskérper . 4,5—5,0 3,0 — — 
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Von 


Carl-Olof Oldfeldt. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1936.) 


Uber die Aminosdureverteilung im Submaxillarismucin. 









Aus der voranstehenden Arbeit geht hervor, daB das Sub- 
maxillarismucin verhiltnismiBig stark saure EKigenschaften besitzt. 
Um iiber den Grund des sauren Charakters des Submaxillaris- 
mucins AufschluB zu erhalten, wurde die im folgenden beschriebene 
Untersuchung der Aminosiureverteilung in diesem Mucin durch- 
cefiihrt, die besonders auf die Feststellung des Gehaltes an Di- 
carbonsiuren, basischen Aminosiuren und Amidstickstoff abzielte. 


Methodik. 









4—7 g Mucin (nach Hammarsten dargestellt) wurden mit 200—300 ecm 
20°/,iger Salzsiiure hydrolysiert. Das im Vakuum auf etwa 100 cem ein- 
geengte Filtrat wurde in einen 200 cem-MeBkolben iiberfiihrt. Nach dem 
Auffiillen bis zur Marke wurde dann in aliquoten Portionen der Total- 
stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Die Ermittlung der Aminosiiure- 
verteilung erfolgte nach H. Damodaran!), doch mit folgender Modifikation 
bei der Bestimmung des Amidstickstoffs. Die Hiilfte des Hydrolysates (90 
bis 100 eem) wurde bis zur stark alkalischen Reaktion mit Calciumoxyd 
versetzt und im Vakuum bei 20—25° destilliert. Das itibergehende Ammoniak 
wurde in einer bekannten Menge n/10-Salzsiiure aufgefangen. Nach 30 bis 
45 Minuten wurde die Destillation abgebrochen. Die unverbrauchte Salz- 
siiure wurde wie iiblich titriert. Den von Ammoniak befreiten Riickstand 
im Destillationskolben filtrierte man durch eine Glasfrittennutsche (G 4) in 
einen neuen Destillierkolben und wusch den Niederschlag auf dem Filter 
bis zur Chlorfreiheit des Waschwassers aus. Die Fiillung wurde in einen 
Kjeldahlverbrennungskolben iiberfiihrt, wobei der Anteil, der sich nicht 
mechanisch vom Filter entfernen lieB, in starker Salzsiiure gelést werden 
konnte. Filtrat und Waschwasser wurden im Vakuum bei 20—25° auf 
etwa 25 cem eingedampft und zur Bestimmung der Stickstoffraktionen nach 


Damodaran verwendet. 

















Zur Priifung der Methodik wurden auch einige Bestimmungen an 
Rinderhimoglobin ausgefiihrt. Die dabei erhaltenen Werte stimmen gut 


mit den von anderen Autoren erhaltenen iiberein. 
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Tabelle 1. 
Hydro- Di- ; Mono- i 
: NH,-N |Humin-N] carbon- | Basischer N] carbon- | Summe 
lysezeit : : 
siure-N siure-N 
Stunden "lo lo */o */o °/o "lo 
Rinderhimoglobin (Totalstickstoff 16,3 °/)) 

46 5,8 on 14,5 25,0 55,8 101,1 
5,8 8,4 12,2 26,6 54,2 102,2 
Submaxillarismucin (Totalstickstoff 11,2°/,) 

66 18,4 7,1 12,4 18,5 43,7 100,1 

66 18,1 5,5 16,0 17,4 45,4 102,4 

48 15,8 54 12,5 18,4 48,6 100,7 

48 16,0 6,5 an 18,8 ae sta 

79 18,4 6,0 16,9 15,2 42,9 99,4 

79 18,1 5,6 16,9 17,2 48.6 106,4 




















Da die Kohlenhydratgruppe des Mucins Glucosamin enthillt, 


war es wesentlich festzustellen, wie sich der Glucosaminstickstoff 


beim Kochen mit 20°/,iger Salzsiure verhilt. 2g Glucosamin- 
chlorhydrat (Hoffmann-La Roche) wurden 79 Stunden mit 
20°/,iger Salzsiiure hydrolysiert. Die wie oben angegeben durch- 
gefiihrte Analyse des Hydrolysates ergab folgende Werte: 


Ge deing: Beek. G4 a eS 82,2°/, 
ee a ee 3,6 °/, 
Dicarbonsiure-N........... 14%, 
ET ae a 1,6 °/, 
Monocarbonsiiure-N ........-. 14,5 °/, 

103,0%/, 


Ein betrichtlicher Teil des Glucosaminstickstoffs wird also 
als Ammoniakstickstoff wiedergefunden. Um festzustellen, welchen 
Einflu8 die Dauer der Hydrolyse mit 20°/,iger Salzsiiure auf die 
fiir diese Stickstoffraktion erhaltenen Werte hat, wurde eine 
NH,-Bestimmung in der gleichen Weise an Glucosamin aus- 
gefiihrt, das nur 24 Stunden hydrolysiert war und eine weitere 
Bestimmung an Glucosaminchlorhydrat, das nur in Wasser auf- 
gelést und dann mit Kalk alkalisiert war. Folgende Ergebnisse 
wurden dabei erhalten: 








Hydrolysendauer in Stunden | NH,-N in %, 
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Ks ist daher wahrscheinlich, daB die verhaltnismaBig niedrigen 
Werte fiir Ammoniakstickstoff, die bei den Analysen 8 und 4 bei 
der Bestimmung der Aminosiureverteilung im Submaxillarismucin 
erhalten wurden, durch die bei Analysen kiirzere Hydrolysenzeit 
(vgl. Tab. 1) bedingt waren. 

Bei der Bestimmung der Aminosituregruppen nach Hydrolyse 
mit 20°/,iger Salzsiure mu ein Teil des gefundenen ,,Amid“- 
Stickstoffs aus dem in das Mucin eingehenden Glucosamin stammen. 
Um den an Aminodicarbonsaéuren gebundenen Amidstickstoff ge- 
nauer zu bestimmen, wurde Mucin auch mit n-Salzsiure hydro- 
lysiert. Bei dieser geringen Saurekonzentration spaltet Glucosamin 
kein Ammoniak ab und das bei der Destillation mit Kalk iiber- 
cehende Ammoniak mu8 im Mucin an Aminodicarbonsiure ge- 
bunden gewesen sein. 


t © Die Hydrolyse mit n-Salzsiure wurde teils 3, teils 5 Stunden 
¢F lang durchgefiihrt. Da bei diesen verschiedenen Hydrolysenzeiten 
“ die gleichen Mengen Amidstickstoff gefunden wurden, ist es wahr- 
m scheinlich, daB die Amidstickstoffabspaltung vollstaindig verlaufen 


ist. Nach beendeter Hydrolyse wurde mit Kalk alkalisiert. Die 
Ammoniakbestimmung erfolgte wie gewéhnlich. Die Ergebnisse 
sind aus Tab, 2 zu ersehen. 

Tabelle 2. 


Das verwendete Mucinpriparat enthielt 11,73°/, Totalstickstoff. 





Amid-N Amid-N 

















Hydrolysenzeit Mucin 
Stunden g mg %/, des Total-N 
0 8 0,9754 14,10 12,3 
n 3 0,9320 14,84 13,6 
" 5 0,9928 14,08 12,1 
| 5 0,9334 13,12 12,0 
r 
a Aus den Amid-N-Werten in Tab. 2 und aus den Werten fir 
€ §— Dicarbonsiurestickstoff und Basenstickstoff nach Hydrolyse mit 
- — 20°/,iger Salzsiiure errechnen sich folgende Mittelwerte fiir diese 
e drei Stickstoffgruppen in Submaxillarismucin: 
Dicarbonsiurestickstoff. ......., 15 %, 
pO Se ee ae 17,6 °/, 
Es af oe eS we 181%, 


Zum Vergleich seien die Gehalte an den entsprechenden 
Aminosiuregruppen bei einer Anzahl anderer EKiweiBstoffe mit- 
geteilt (Werte von Damodaran): 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 19 
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Tabelle 3. 























cael Total-N NH,-N Dicarbon- Basen-N 
EiweiB siiure-N 
°/o "lo °/o "lo 

Caseinogen..... 14,6 10,3 15,4 22,7 
Edestin. .. 2... 18,5 10,2 15,0 34,5 
Eieralbumin. .... 14,9 8,8 14,7 23,9 
Himoglobin. .... 16,9 5,6 9,4 29,2 
ee eee ee 16,0 19,6 17,5 3,5 
Serumglobulin. . . . 15,9 8,1 13,1 24,0 
Pepsin®) ...... 13,4 3,6 | 12,3 _ 21,6 
Submaxillarismucin . | 11,2 | 12,1 | 150 | 17,6 


*) Die Werte, die kiirzlich fiir krystallinisches Pepsin erhalten wurden 
(vgl. H. O. Calvery, R. M. Herriot u. J. H. Northrop, J. of Biol. 


Chem. 118, 11 (1936)], weichen betriichtlich von Damodarans ab: i 
Basen-N 4,85°/,, NH,-N 8°/, Dicarbonsiiure-N 16,1°/,. 7 


Die Aminosiureverteilung beim Submaxillarismucin gleicht 
also, wie erwartet, am stiirksten der bei den sauren Eiweifstoften. 
Bemerkenswert ist der verhiltnismifig geringe Gehalt des Mucins 
an basischen Aminosiiuren. Die vorstehenden Versuche gestatten 
noch keine Entscheidung dariiber, ob die stark sauren EKigen- ly 


schaften des Submaxillarismucins nur aus der Aminosiiureverteilung Se 
folgen oder ob man annehmen mub, daf die in der prosthetischen ™ 
Kohlenhydratgruppe vorhandene saure Gruppierung [Blix ?)] im si 
Mucin frei vorliegt. : 
(x 
Literatur. 
1. H. Damodaran, Biochemie. J. 25, 2123 (1932). fr 
2. G. Blix, Diese Z. 240, 43 (1936). mn 
el 
P 
sa 
di 
Ei 
W 








Glykolyse und Phosphatumsatz 






in zellfreien Gehirnextrakten normaler Saugetiere. 


Von 


Hans y. Euler, Gunnar Giinther und Ragnar Vestin. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. April 1936.) 








io. Mit welchen Teilreaktionen die Glykolyse (Milchsiurebildung) 
ab: im Muskel beginnt, insbesondere in welcher Weise das Glykogen 
in den Abbauprozef eintritt, ist noch nicht endgiiltig aufgeklirt. 


Sichergestellt ist die Reaktionsfolge ’): 


Glykogen ——> Biohexose ——> Hexosediphosphat ——» Phospho- 
ine glycerinsiiure®) ——.> Phosphobrenztraubensiure ——» Milchsiure 
™ Vor etwa 1 Jahr fanden Euler und Giinther*) im glyko- 
ine lytischen Enzymsystem der Rattenmuskulatur die auffallende Tat- 
ne sache, daB hochgereinigte Co-Zymase, welche durch Erhitzen 
ai unter verschiedenen Umstiinden vollstindig girungs- und dehydrie- 














rungsinaktiv gemacht worden war, die Glykolyse keineswegs 


weniger aktiviert als die nicht erhitzte Co-Zymase, sondern im 
Gegenteil diese hinsichtlich der glykolytischen Aktivierung iibertrifft. 

Jedenfalls tritt bei der Muskelglykolyse in einem ziemlich 
frihen Stadium, das hier nicht niiher besprochen werden soll, 
mit der Milchsiurebildung zwangsliufig eine Phosphorylierung 
ein, an welcher auBer den Enzymen der Phosphorylierung noch 
Phosphatiibertrager, Co-Zymase bzw. Spaltprodukte, Adenyl- 
siure bzw. Adenosintriphosphorsiture und auferdem Hexose- 


diphosphorsiéure wesentlich beteiligt sind. 












Wiahrend die oxydoreduktive Wirkung der Co-Zymase durch 
Erhitzen zerstért worden war, schien die glykolyseaktivierende 
Wirkung erhalten geblieben zu sein; daB es sich dabei tatsich- 
lich um eine Umphosphorylierung durch die Co-Zymase oder einen 









1) Vgl. hierzu die Arbeiten von Embden, Deutike u. Kraft, Klin. 
Wschr. 12, 213 (19383); Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 283, 83 (1935). 


*) Nilsson, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 10 A. Nr. 7 (1930). 
®) Diese Z. 235, 104 (1935); 239, 88 (1936). 
19* 
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aus ihr entstehenden Stoff handelt, geht sowohl aus den Versuchen 
von Adler’) wie aus den neuen von Vestin?) hervor. Schon 
vorher hatte Vestin*) gezeigt, daB die erhitzte Co-Zymase noch 
die Veresterung von anorganischem Phosphat bei der Glykolyse 
durch Rattenmuskelextrakt aktiviert. 

Die thermoinaktivierte Co-Zymase verhialt sich nach weiteren 
Versuchen von Ginther*) bei der Glykolyse und bei der Hydro- 
lyse durch Siuren wie Muskeladenylsiure. 

Bei den Versuchen von Giinther und von Vestin mit thermo- 
inaktivierter Co-Zymase enthielten die dialysierten Enzymlisungen 
(Muskelextrakte) immer noch so viel unverinderte (wasserstoffiiber- 
tragende) Co-Zymase, als 2 Co-Einheiten pro ccm entspricht (fest- 
gestellt im Girversuch nach Erhitzen des Extraktes); diese kleine, 
durch Dialyse schwer entfernbare Co-Zymasemenge diirfte an Eiweil 
gebunden sein. Ob die Glykolyse im Versuch von Giinther 
unter Mitwirkung dieser gebundenen Co-Zymase verliuft oder von 
natiirlicher Co-Zymase unabhingig verlaufen kann, ist noch nicht 
endgiiltig entschieden. 

Der mit der Milchsiurebildung im Muskel verkniipfte Phos- 
phatumsatz ist durch die Versuche von Embden, Meyerhof®) 
und Lohmann®), sowie Parnas, Ostern und Mann’) und durch 
die Versuche von Vestin (a. a. O.) nachgewiesen worden. 

Von dem am Muskel studierten Abbauweg der Kohlenhydrate 
sollen nun nach Angaben verschiedener Forscher der Abbau in 
Nerven, im Gehirn und in Tumorgeweben prinzipiell ab- 
weichen, und zwar ist in Originalarbeiten und in zusammen- 
fassenden Darstellungen auf eine Glykolyse ohne Beteiligung der 
Phosphorsiiure hingewiesen worden. So seien z. B. Arbeiten von 
Ashford sowie Ashford und Holmes'‘) und die Besprechungen 
derselben in einer Zusammenfassung von EK. G. Holmes®) er- 
wihnt, nach welcher die Ergebnisse von Ashford und Holmes 
gedeutet werden ,as supporting their contention that glycolysis 
in brain does not involve esterification with phosphate“. Auch 
R. W Gerard), der selbst im Gebiet des Nervenstoffwechsels 


1) Sy. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 12B, Nr. 12 (1985). 

2) Diese Z. 240, 99 (1936). 

8) Sv. Kem. Tidskr. 47, 231 (1935); Diese Z. 257, 1 (1935). 

4) Diese Z. 235, 104 (1935); 237, 221 (1935); 239, 83 (1936). 

5) Vgl. eine neuere Ubersicht in Naturw. 23, 490 (1985). 

6) Biochem. Z. 257, 445 (1931). 7) Biochem. Z. 275, 74 (1934). 

8) Biochemie. J. 28, 743 (1929). °% Ann. Rev. Biochem. 4, 443 (1935). 


10) Phys. Rev. 12, 469 (1932). 
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sroBe Erfahrungen besitzt, schreibt in seiner Ubersicht: ,,The 
possibility must also be considered, that the glycolytic mechanism 
of nerve resembles that of cancer and brain and certain lactic 
acid bacteria rather than that of muscle and yeast, and does 









































. not involve the step of phosphorylation of the glucose molecule?).“ 
Erwahnt sei hier noch, daB nach Angaben von Edlbacher, 
‘ Goldschmidt und Schlippi’) das Gehirn keine oder fast keine 


Phosphatase enthalten soll. 

Die Frage, ob tatsiichlich in der Gehirnsubstanz ein Enzym- 
system wirksam ist, welches ohne Teilnahme von Phosphaten 
Milchsiure bildet, erschien uns von um so gréBerer Bedeutung, 
als nach den Angaben einer ausgedehnten Literatur die glyko- 
lytischen Vorgiinge in Nerven und im Krebsgewebe*) denjenigen 
im Hirn analog sein sollen. Wir haben deswegen unsere iiber 
das Enzymsystem von Skelettmuskeln gewonnenen Erfahrungen 
auf Hirnsubstanz angewandt und haben insbesondere die Be- 
ziehungen zwischen Milchsiurebildung und Phosphatumsatz im 





: Hirn (Kalb, Kaninchen, Ratte) mit denjenigen Beziehungen ver- 
glichen, die wir friiher am Extrakt von Skelettmuskel der Ratte 
; kennengelernt hatten. Um unsere Versuche mit Gehirnsubstanz 
) mit eigenen und fremden Versuchen itiber Muskelglykolyse ver- 
i gleichen zu kénnen, haben wir mit zellfreien Extrakten ge- 
arbeitet. 
‘ Die Unterschiede des Kohlenhydratumsatzes im Muskel einer- 
‘ seits, in Nerven und Gehirn andererseits kénnen auch darin liegen, 
; daB im Gehirn ein anderer Zucker zur Umsetzung, zuniichst zur 
; Phosphorylierung kommt, als im Muskel?*). 
a 1) Vergleichende Versuche iiber die Glykolyse und Atmung tierischer 
0 Gewebe, u. a. der Gehirnsubstanz des Rattengehirns mit der Glykolyse des 


Muskels hat auch Loebel [Biochem. Z. 161, 219 (1925)] angestellt. Vgl. auch 
Warburg, Posener u. Negelein, Biochem, Z. 152, 309 (1924). 
' *) Diese Z. 227, 118 (1934). — Nach Kraut u. Borkowsky [Diese 
Z. 220, 192 (1933)] soll dieser Mangel an Phosphatasewirkung nur der Gegen- 
wart eines groBen Uberschusses eines Hemmungskérpers zuzuschreiben sein. 
3) Im Tumorgewebe fanden Boyland u. Man [Biochemic. J. 28, 1409 
(1934)] Phosphate ohne EinfluB auf die Milchsiurebildung. 
*) Bezgl. der Verteilung der Kohlenhydrate im Gehirn von Ratten gibt 
Takahashi (Biochem. Z, 154, 448 (1924) folgende Zahlen an (mg per g Gewebe): 


QQ = DP 


Leber Muskel Gehirn 
Glykogen 23,05 6,03 0,75 
Sonstige Kohlenhydr. 9,39 2,06 0,48. 


® Also im Verhiltnis zu den iibrigen Kohlenhydraten verhiltnismiBig wenig 
. Glykogen. Vgl. auch Takane, Biochem. Z. 171, 419 (1926), 
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Existiert eine Milchsiiurebildung ohne Phosphorylierung in Hirn und 
Nerven, so wire in Erwigung zu ziehen, ob nicht auch im Muskel neben der 
phosphatbedingten Glykolyse eine phosphatfreie Milchsiurebildung statthat. 


Die hier mitgeteilten Versuche sollten uns iiber die wesent- 
lichen Ziige des Phosphatumsatzes und der Glykolyse in der 
normalen Gehirnsubstanz orientieren. Sie sollen auch den Aus- 
gangspunkt bilden fiir eine Untersuchung der entsprechenden Vor- 
giinge bei B-avitaminotischen, besonders B,-avitaminotischen Tieren, 
bei welchen der Kohlenhydratstoffwechsel im Gehirn wesentlich 
gestért zu sein scheint’). Von besonderem Interesse sind auch 
die Gehirne skorbutkranker (C-avitaminotischer) Tiere; bei diesen 
tritt der C-Mangel gerade im Gehirn mit verschiedenen Folgen 
deutlich hervor’), Auf diesbeziigliche Arbeiten von Plaut’) sei 
besonders hingewiesen. 


Methodik. 


A. Herstellung der Extrakte. Frisches, gut abgekiihltes Gehirn- 
gewebe von Kalb, bearbeitet 1—2 Stunden nach dem Schlachten, wurde 
gemahlen und dann zweimal mit der gleichen Menge eiskalten Wassers 
extrahiert. Der abzentrifugierte Extrakt wurde mit dem 10 fachen Volumen 
gut gekiihlten Acetons (— 10°) gefillt und die Fallung mit Aceton und 
Ather entwiissert und sodann im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiure von 
den organischen Fillungsmitteln befreit. 

Der Extrakt aus dem Acetonpulver wurde so dargestellt, daB 1 g 
Trockenpriiparat in 50 cem Wasser verriihrt wurde, worauf vom ungeloésten 
Teil (etwa 0,5 g) abfiltriert wurde. 

Bei den Versuchen, bei welchen nichts anderes angegeben ist, wurden 
die Extrakte nur mit Natriumbicarbonat (0,03 m) gepuffert. Bei denjenigen 
Versuchen, bei welchen Phosphatbestimmungen nicht ausgefiihrt wurden, 
haben wir auch Phosphatpuffer (1 ccm 0,1 m-Phosphat, py = 7,4 zu 10 cem 
Extrakt) verwendet. 

Versuchstemperatur war immer 20°. 

B. Analysen. Die Milchsiiure wurde bestimmt nach Fiirth-Char- 
nass‘*) und zwar nach Ausfillung von Eiweilb mit Schwefelsiure und 
Wolframat und Entfernung der Kohlenhydrate mit Kupferkalksuspension. 

Die Phosphatbestimmung wurde im Trichloressigsiurezentrifugat nach 
der von T. Teorell®) eingefiihrten Modifikation der Methode von Fiske- 
Subbarow im Stufenphotometer ausgefiihrt. 





1) Vgl. besonders Bireh u. Harris, Biochemic. J. 28, 618 (1934); 
Peters u. Thompson, Biochemie. J. 28, 915 (1934); vgl. auch Peters u. 
Sinclair, Biochemic. J. 27, 1677 (1933). 

2) Vgl. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 18; Diese Z. 
217, 167 (1933) Malmberg u. Euler, Diese Z. 238, 97 (1935). 

3) Plaut u. Biilow, Z. Neurol. 153, 182 (1935). 

4) Biochem. Z. 26, 199 (1910). 5) Biochem. Z. 230, 1 (1931). 
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C. Priparate. Adenosintriphosphorsaures Ba, dargestellt aus Kanin- 
chenmuskulatur nach Barrenscheen und Filz'). Das Bariumsalz wurde 
mit Natriumsulfat umgesetzt. Adenylsiure verdanken wir der Chemischen 
Fabrik Dr. Georg Henning, Berlin. 

Co-Zymase, dargestellt nach dem kiirzlich von Albers und Schlenk?) 
ausgearbeiteten Verfahren. ACo = 400000. Frei von Co-Dehydrase II, ge- 
priift auf Dehydrierung von Robisonester. 


Versuche. 


Glykolyse in zellfreien Praparaten. Die in der vorliegenden 
Arbeit angegebenen Versuche sind durchweg entweder mit zellfreien 
Extrakten der frischen Gehirnsubstanzen von Kalb, Kaninchen oder Ratte, 
oder mit den daraus dargestellten Acetonfillungen ausgefiihrt. Im Gegen- 
satz zu Ashford’) haben wir ohne Schwierigkeit glykolytisch wirk- 
same Extrakte aus der grauen Gehirnsubstanz darstellen kénnen und zwar 
nach einem Verfahren (vgl. Methodik), welches sich im wesentlichen an die 
von Meyerhof*) angegebene Methode zur Darstellung von Muskelextrakt 
anschlieBt. Zu der Mehrzabl der Versuche wurden Trockenpriiparate ver- 
wendet, welche durch Acetonfillung frisch bereiteter Extrakte erhalten 
worden waren. Solche Trockenpriiparate sind wegen ihrer Haltbarkeit den 
Extrakten vorzuziehen. 


Versuch 1. 


2cem Extraktmischung (dialysiert 2 Stunden gegen 0,9°/, iges KCl; 10 cem 

Extrakt + 1 cem m/10-Phosphat, py = 7,4 + leem 2 6°), iges Na-Bicarbonat) 

+ 0,5 eem Zusiitze, enthaltend 6 mg Glykogen und 0,2 mg Co-Zymase. 
Incubationszeit 2 Stunden. 








Gebildete Milchsiure 
in y pro ecem 


Nur & Siphon a ge Oe 0 
Glykogen + Co- Zy mase a 632 





Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung von Extrakten wurde aus 
praktischen Riicksichten Gehirn von Kalb gewihlt, indessen lieBen sich auch 


glykolytisch wirksame Extrakte bzw. Acetonfillungen aus Kaninchen- und 


Rattengehirn darstellen, wie die Versuche 1 und 2 zeigen. 


Versuch 2. 
20 mg Acetonpulver, 6 mg Glucose, 0,4 mg Co- ~Zymase ; Totalvolumen 2,0 cem 
Puffer: 0,030 mol. Na-Bicarbonat + 5 »ige CO, im Stickstoffstrom. Ineu- 
bationszeit 2 Stunden. 








Milchsiure in y 
prox ecm 1 Reaktionsmischung 


Extrakt die as cea 35 








Extrakt + Glucose + Co. Ly mase.... 110 
1) Biochem. Z. 250, 281 (1932). 2) Diese Z. 234, 1 (1935). 


*) Biochemie. J. 28, 2229 (1934). 
*) Lohmann, Biochem. Z. 237, 452 (1931). 
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Vergleich zwischen verschiedenen Substraten. Die von uns 
beniitzten Extrakte zeigen beim Vergleich mit Muskelextrakten 
schon hinsichtlich der Substratspezifitat eine auffallende Ver- 
schiedenheit. In Ubereinstimmung mit allen den Resultaten, 
welche mit zellhaltigen Praiparaten’') erhalten wurden, kommt als 
Substrat fiir die Glykolyse im Gehirn in erster Linie Glucose in 
Betracht. Aus Versuch 3 ergibt sich, daB auch mit Fructose der 
gleiche Grad der Glykolyse erreicht wird; in dieser Hinsicht 
weichen die Angaben der Literatur voneinander ab: Ashford?) 
erhielt nur 3/,, von der aus Glucose erhaltenen Milchsiure bei 
Verwendung von Fructose; dagegen fanden Haarman!) und 
Takasaka*) bedeutende Mengen Milchsiure aus Fructose. Geringe 
Milchsiurebildung wird mit Galaktose, Lactose und Maltose erhalten. 

Die glykogenolytische Wirksamkeit der Extrakte ist wechselnd: 
im Versuch 3 betragt die aus Glykogen gebildete Milchsiuremenge 
weniger als 1/, der Glucosemilchsiure; zuweilen erhailt man jedoch 
Extrakte von bedeutend héherer glykogenolytischer Aktivitit (vgl. 
Versuch 1 und 5). Vermutlich sind die Mengen von Glykogenase 
verschieden. Bemerkenswert ist auch die starke Milchsiurebildung 
aus Hexosediphosphat (Ashford, a. a. O.). 


Versuch 3. 


3,0 cem Acetonpulverextrakt + 1,0 cem Zusitze enthalten 15 mg Substrat 
und 1,0 mg Co-Zymase. Incubationszeit 2 Stunden. 



































’ y Milchsiure |y anorganisches Phosphat pro ccm 
Extrakt pro ccm nach Minuten 
0-2 pai 
a gefunden igebildet 0 | 30 | 60 | 120 
-- 315 ~ 610 | 620 620 | 600 
Fructose .... 665 350 600 | 560 470 | 415 
Galaktose. .. . 395 80 600 | 580 580 | 580 
Maltose. .... 415 100 600 | 5g0 575 | 580 
Lactose. .... 350 85 600 | 580 600 | 600 
Hexosediphospha 630 315 620 | 640 645 | 680 
Glucose .... 660 345 a 
Glykogen. ... 420 105 Vgl. Versuch 4 und 5 





Die Ergebnisse, welche hinsichtlich der Substrate in Arbeiten 
mit zellhaltigen Priparaten erhalten worden waren, scheinen also 
auch fiir zellfreie Extrakte Giiltigkeit zu haben. 





1) Literatur vgl. bei a) Ashford, a.a.0O.; b) Geiger, Biochemic. J. 
29, 811 (1935); c) Haarman, Biochem. Z, 255, 103 (1932); d) Loebel, 
Biochem. Z. 161, 219 (1925). 

*) Biochemie. J. 27, 903 (1933). 5) Biochem. Z. 184, 390 (1927). 
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DaB sich verschiedenartige Substratspezifitiiten bei der Glyko- 
lyse in Muskel- und Gehirnextrakt ergeben, kann auf verschiedene 
Abbauwege hindeuten. Méglicherweise findet sich im Gehirn aber nur 
ein erweitertes Enzymsystem gegeniiber demjenigen der Muskel, in- 
dem eine als Heterophosphatese') wirksame Komponente vorliegt?). 

Aktivatoren der Glykolyse. Bemerkenswert erscheint uns die 
Tatsache, daB die bei der Muskelglykolyse als Phosphatiibertrager 
wirksamen Co-Enzyme, und zwar nicht nur Adenosintriphosphor- 
siure*), sondern auch Co-Zymase, thermoinaktivierte Co-Zymase 
und Muskeladenylsiure, als Aktivatoren wirksam sind (Versuch 4). 


Versuch 4. 
3,0 cem Acetonpulverextrakt + 0,80 cem Zusiitze, enthaltend 15 mg Glucose, 
0,05 mg Hexosediphosphat-P,O, und 1,0 mg Aktivator. Incubationszeit 























2 Stunden. 
- y Milchsiiure| y anorganisches Phosphat 
nelianeninilione pro ccm pro cem nach Minuten 
Extrakt + Hdp. ...'....{] 180 | — | 650 | — | — | 650 


Extrakt + Glucose + Hdp. . . | 215 35 | 650 | 650 | 650 | 640 
Extrakt + Co-Zymase (girungs- | 


aktiv) +Hdp........ 285 | 105 | 650 | 650 | 650 | 630 
Extrakt + Glucose + Co-Zymase | | 
(girungsaktiv) + Hdp. ... | 700 | 520 | 650 | 650 | 630 | 520 


Extrakt + Glucose + Co-Zymase 
(girungsinaktiv) + Hdp.. . . | 740 | 560 | 650 | 650 | 620 | 510 


Extrakt + Glucose + Adenyl- 

















pyrophosphat ....... 630 | 450 | 650 | 650 | 600 | 550 
Extrakt + Glucose + Adeny]l- | | 
amare (@) 4+ HlGp. 2. 2 1. os 830 | 650 — | — — | — 


Die Gehirnextrakte sind zum Unterschied von den Muskel- 
extrakten bereits kurze Zeit nach der Darstellung sehr angenihert 
Co-Enzym-frei [autolytische Enzymwirkungen oder Verdiinnungs- 
wirkung *)], weshalb der Bedarf der Reaktionslésung an den erwahnten 
Aktivatoren gezeigt werden kann, ohne daB die Extrakte vorher 
einer Dialyse unterworfen werden. Ersetzt man Glucose durch 
Glykogen, zeigt sich kein Unterschied hinsichtlich des Aktivator- 
bedarfs. (Versuch 5). 


1) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

%) Case, Biochemic. J. 23, 210 (1929). 

8) Geiger, Biochemic. J. 29, 811 (1935). 

4) Jowett u. Quastel, Biochemic. J. 27, 486 (1933). 
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Versuch 5. 
3,0 ecm Acetonpulverextrakt + 0,80 cem Zusiitze, enthaltend 15 mg Glykogen, 
0,05 mg Hexosediphosphat-P,O,, sowie 1,0 mg Aktivator. Incubationszeit 
2'/, Stunden. 





y Milchsiiure | y anorganisches Phosphat 
pro cem pro ccm nach Minuten 
re- fe- 


funden | bildet 


Reaktionsmischung 


0 30 | 60 | 120 


Extrakt + Hdp. . 280 600 — — 600 


Extrakt + Glykogen + Hdp. 315 35 — _ a 
Extrakt + Co-Zymase | 
(girungsinaktiv) + Hdp. . 450 170 600 600 600 | 590 


Extrakt + Glykogen + Co- | 
Zymase (aktiv) + Hdp.. . T05 425 600 470 440 | 420 
Extrakt + Glykogen + Co- 


- Zymase (inaktiv) + Hdp. . 670 390 600 490 450 | 440 
Extrakt + Glykogen + Ade- 

nylpyrophosphat .... 675 395 600 470 460 | 430 
Extrakt + Glykogen + Ade- 

nylsiiure ++ Hdp. .... 705 425 — —- | —-}]— 


Extrakt + Glucose + Co- 
Zymase (aktiv) + Hdp.. . 1035 755 _— _ hae -_ 








In den Versuchen 4 und 5 haben wir, ausgehend von den 
bei der Muskelglykolyse!) gemachten Erfahrungen, eine kleine 
Menge Hexosediphosphat zur Induktionsaufhebung zugesetzt. Ob 
dieser Zusatz notwendig war, wurde nicht erwiesen. 

Die angestellten Versuche kénnen nicht als Ausgangspunkt 
fiir einen quantitativen Vergleich zwischen den verschiedenen 
Aktivatoren beniitzt werden, da vermutlich bei allen Versuchs- 
ansiitzen ein Aktivatoriiberschu8 vorliegt. 

SchlieBlich sei hier erwithnt, daf in der Gehirnsubstanz sowohl 
Co-Zymase*) als Adenylsiure*) nachgewiesen ist. 

Einflu8 von Glutathion, Von erheblichem Interesse schien es, zu 
entscheiden, ob eine Steigerung der Milchsiurebildung durch Zu- 
satz von Glutathion hervorgerufen werden kann. Nach Geiger‘) 


1) Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 112 (1935). 

2) Euler u. Malmberg, Biochem. Z. 284, 255 (1935). 

5) Pohle, Diese Z. 185, 281 (1929). 

4) aa. O.; Geigers Auffassung, daB die spezielle Milchsiurebildung aus 
Glucose iiber Methylglyoxal geschieht, wird beziiglich Muskel von Meyerhof 
bestritten, der zeigte, daB auch in diesem Fall das Adenylsiiuresystem und 
nicht Glutathion wirksam ist [Biochem. Z. 283, 90 (1935)]. — Vgl. auch Loh- 
mann, Biochem. Z. 262, 152 (1935); Bersin, Ber. chem. Ges. 69, 560 (1936). 
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soll némlich das Glutathion (in reduzierter Form) als Co-Enzym 
der Glucose—Glykolyse fungieren und die Notwendigkeit dieses 
Aktivators wurde von ihm auch unter Anwendung dialysierter 
und bei alkalischer Reaktion sauerstoffbehandelter Extrakte 
gezeigt. Selbst haben wir bis jetzt bei Zusatz von Glutathion 
immer nur unbedeutende Effekte erzielt, sei es, da wir 
undialysierte (Versuch 6) oder 3 Stunden dialysierte Extrakte 
(Versuch 7) verwendeten. Es handelte sich dabei vielleicht um 
3indung von kleinen Cu-Mengen. 


Versuch 6. EinfluB auf nichtdialysierte Extrakte. 


3,0 cem Acetonpulverextrakt + 1,0 cem Zusiitze, enthaltend 15 mg Glucose, 
5 mg Glutathion, 1,0 mg Co-Zymase. Incubationszeit 2 Stunden. 





y Milchsiiure | y anorganisches Phosphat 
' : ; pro cem pro ecm nach Minuten 

teaktionsmischung 
e- ge- 


; : £ 6 2 
funden  bildet 0 30 30 120 


Extrakt + Glucose . .-. . 305 — | 570 — 570 550 
Extrakt + Glucose + Glutathion 415 110 ; 570 | 570 | 560 | 535 
Extrakt + Glucose + Co-Zymase | 740 | 435 | 570 555 510 440 
Extrakt + Glucose + Co- ™_— ase 

+ Glutathion ... 795 490 | 570 | 555 | 510 | 465 
Extrakt + Glucose + pry 

pyrophosphat .......{] 710 405 — — | — 


Extrakt + Glucose + pre 
pyrophosphat + Glutathion . | 765 460 ~~ — — — 








Versuch 7. Einflu8 auf dialysierte Extrakte. 
4,0 cem Acetonpulverextrakt (dialysiert 3 Stunden gegen 0,6°/, KCl bei 
Zimmertemperatur, hierauf Zusatz von Phosphat, Bicarbonat und Magnesium 
(1mg MgCl,/ccm) + 1,5 cem Zusiitze, enthaltend 15 mg Glucose, 0,05 mg 
Hexosediphosphat-P,O,, 10 mg reduziertes Glutathion, 1,0 mg Co- Zymase. 
Incubationszeit 2 Stunden. 





y Milchsiiure 
gebildet pro cem 


Extrakt + Glucose + <a. 





= rae 36 





+ Co-Zymase. . . ee ea ea ae 215 
+. Glutathion + Co- Zymase a ee 260 


Auch mit Cystein konnte nur eine geringe Steigerung der 
Milchsiiurebildung hervorgerufen werden. 
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Es muB betont werden, daf fiir die Abwesenheit von SH-Ver- 
bindungen in den Extrakten kein Beweis vorliegt!); eher ist es 
wahrscheinlich, daB auch in den dialysierten Extrakten SH-Ver- 
bindungen noch anwesend waren. Immerhin zeigen die Versuche 
eindeutig, daB Glutathion allein ohne Zusatz der oben als Phos- 
phatiiberfiihrer angegebenen Co-Enzyme das Enzymsystem nicht 


zu aktivieren vermag (Flavinenzym-Mangel?), 


Phosphatbilanz bei der Glykolyse. Gleichzeitig mit der Milch- 
siurebildung kann im Gehirnextrakt ebenso wie im Muskel- 
extrakt oft eine Veresterung von anorganischem Phosphat beob- 
achtet werden (vgl. Versuche 3, 4, 5, 6 und 8). Diese Ver- 
esterung ist jedoch von wechselnder GréBe und scheint zur ge- 
bildeten Milchsiiuremenge nicht in einem bestimmten Verhiltnis 
zu stehen. Die besonders schnelle Veresterung im ersten Teil 
der Reaktion, welche fiir die Muskelglykolyse als charakteristisch 
angegeben wird, tritt hier keineswegs ein, Auch erscheint es 


Versuch 8. 
25 eem Acetonpulverextrakt (0,035 m- bzgl. Na-Bicarbonat im Gleichgewicht 
mit 5°/, CO,, in Stickstoff, py = 7,2) + 5 ccm Zusiitze, enthaltend 50 mg Glu- 
cose und 3 mg Co-Zymase. Incubation unter Durchleiten der Gasmischung. 


Reaktionsmischungen: 
A. 25cem Extraktmischung + 5cem Wasser. 
B. 25ccem Extraktmischung + 1cem Glucoselés. (50 mg) + 4 cem Wasser. 
C. 25cem Extraktmischung + 1ccem Glucoselés. (50 mg) + 38mg Co-Zymase. 


Wihrend der Reaktion wurde ein Gasgemisch von 5°/, CO, in Stick- 
stoff durchgeleitet. 

Phosphatanalyse in 0,15 cem Reaktionsmischung; Milchsiureanalyse 
in 4cem Reaktionsmischung. 








Phosphatgehalt in y P/ccm 





























Zeit : Milchsaure in y/ccm 
f Py Piso 
Min. ) — =——=| P, |— ) ) 
A | B C C A | B C | Diff. 
| | | | 

i. 250 | 250 || 250 | 280 | 390 90 90 90 

17 250 | — i 245 240 _~ — -— 100 10 
35 250 | _— 250 250 | — —_— — 135 45 
60 245 — 250 280 |} — — - 170 80 
96 | 230 | — 250 | 270 |} — — | — | 200 | 110 
167 220 | — 210 | 250 || 390 90 90 300 210 























1) Uber die Rolle von Glutathion und Jodessigsiure vgl. Cohen, 
Gerard u. Tubikow, Amer. J. Physiol. 109, 22 (1984). 
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nicht médglich, die verringerte Veresterung anorganischen Phos- 
phates durch irgendeine Umesterungsreaktion zu erkliren. In den 
angewandten Extrakten liegt 64°/, des totalen Phosphates als 
anorganisches Phosphat vor, 30°/, als nicht-siurehydrolysierbare 
Ester und nur 5°/, als hydrolysierbare Ester (3 Stunden in 
1n-HCl). Der Versuch 8 zeigt, daB dieses Verhiltnis im Verlauf 
der Glykolyse sich nicht nennenswert verandert. 

Um endgiiltig entscheiden zu kénnen, ob die Anwesenheit 
von anorganischem Phosphat eine notwendige Bedingung fiir die 
Gehirnglykolyse ist, haben wir Versuche angestellt, organisches 
wie anorganisches Phosphat aus dem angewandten Enzympriparat 
za entfernen. Durch gewoéhnliche Dialyse ist dies schwer aus- 
fihrbar; der im Versuch 10 verwendete Extrakt enthalt trotz 
Sstiindiger Dialyse durch Kollodiummembran 4°/, des urspriinglich 
anwesenden Phosphates’). Nach einer solchen Dialyse besitzt der 
Extrakt immer noch eine geringe glykolytische Aktivitiéit (mach 
Zusatz von Co-Zymase + Magnesium). Zusatz von anorganischem 
Phosphat steigert die Milchsiurebildung. Indessen wird die Akti- 
vitit des undialysierten Extraktes nicht zuriickerhalten. Hieraus 
kann man mit groBer Sicherheit den SchluB ziehen, daB die von 
Ashford (a. a. O.) beschriebene Phosphathemmung im zellfreien 
Extrakt nicht existiert. 

Versuche mit elektrodialysiertem Extrakt sind nicht erfolgreich 
gewesen, da eine Enzymzerstérung wihrend der Dialyse stattfand. 

Im Anschlu8 an Ashford und Holmes haben wir schlieBlich 
eine Ausfaillung des organischen Phosphates mit Calcium vor- 
genommen, was nach Versuch 9 gleichzeitig die Inaktivierung der 
glykolytischen Wirkung des Extraktes herbeifiihrte. Fiigt man 
nun von neuem Phosphat im Uberschu8B zu, so wird die durch 
Calcium hervorgerufene Hemmung zum Teil aufgehoben. Der 
Versuch li8t sich indessen nur schwer sicher deuten und kénnte 
ebenso leicht durch die Annahme einer reversiblen Hemmung mit 
Calciumion erklart werden. 

Durch diese Versuche ist nicht endgiiltig bewiesen worden, 
daB bei der Glykolyse in Gehirnextrakt ein Phosphatbedarf vor- 
liegt. Immerhin erscheint ein solcher wahrscheinlich. 

Andererseits ist es offenbar, daB dieser Phosphatbedarf nicht 
von der gleichen Gréfe ist wie bei der Muskelglykolyse. 





1) Boyland u. Mawson [Biochemic. J. 28, 1409 (1934)] haben aus 
den Tumorgeweben Phosphat. nicht entfernt. Sie haben also nur gezeigt, 
daB Phosphatzusatz keine Einwirkung auf die Glykolyse bei Tumoren hat. 
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ae 


Versuch 9, 
Ausfillung von anorganischem Phosphat mit Calcium. 
4,0 ccm Acetonpulverextrakt + 1,8 ccm Zusiitze, enthaltend 15 mg Glucose 
+ 1,0 mg Co-Zymase, 15 mg CaCl,, sowie eine damit fquivalente Menge 
aneegentenes Phosphate, Po = 7,4. cette 2 Stunden. 























Ss sslihiaaiitiaiaiae y Milehsiiure 
pro ccm 
Extrakt . he i a aie? eee) oa 126 
Extrakt + Glucose re Co- -Zymase = gulp aoa oe 385 
Extrakt + Glucose + Co-Zymase + CaCl, — 160 
Extrakt + Glucose + Co-Zymase + CaCl, + Phosphat . 315 


Versuch 10. Phosphatzusatz zum dialysierten Extrakt. 
3,0 cem Acetonpulverextrakt (dialysiert 5 Stunden gegen laufendes Wasser 
durch Kollodiummembrane) wird 0,035 m bzgl. Na-Bicarbonat gemacht, 
wonach eine Gasmischung von 5°/, CO, in Stickstoff durchgeleitet wird. 
Po = 7,5. Zu diesem Extrakt 1,35 ccm Zusiitze, enthaltend 0,1 mg MgCl, 
+ 0,4 mg Co-Zymase + 15 mg Glucose und wechselnde Mengen von Phos- 
phat. der “Sra ae Pu = = 7,5. Incubationszeit 2'/, Stunden. 


Anorgan. Gebildete 
Reaktionsmischung Phosphat | Milchsiure 
in in y P/eem in y/eem 











1. Extrakt + Co- Ly mase + :Abaaan 69k ea ot G 15 18 
2. Extrakt + Co-Zymase + Glucose + Mg. . 15 55 
3. Extrakt + Co-Zymase + Glucose + Mg + Phosph. 90 120 
4, Extrakt + Co Zymase + Glucose + Mg + Phosph. 270 110 


Umsetzung von Brenztraubensaure und Hexosediphosphat 
in Muskel- und Gehirnextrakt. 

Zur Beurteilung eventuell gréBerer Verschiedenheiten zwischen 
den Abbauwegen der Kohlenhydrate im Muskel und im Gehirn 
war es von Bedeutung zu wissen, ob die Reaktionen, welche als 
intermediire Vorginge bei der Muskelglykolyse auftreten, auch in 
Enzympriparaten aus Gehirn vor sich gehen kénnen. 

Von dieser Fragestellung ist auch Ashford’) ausgegangen, 
welcher hierbei indessen eine Reaktion (zwischen Brenztrauben- 
siure und @-Glycerinphosphat) studiert hat, welche nach Meyer- 
hofs und KieBlings?) letzten Untersuchungen auch im Muskel- 
extrakt nicht mit solcher Geschwindigkeit verliuft, daf& man sie 
als Zwischenreaktion betrachten kann’), 





» Am 0: ; vgl. auch Johnsson, Biochemic. J. 30, 33 (1936). 

2) oshens, Z. 283, 83 (1935). 

3) Der gleiche Einwand gilt beziiglich der Untersuchung von Boyland 
u. Mawson [Biochemic. J. 28, 1409 (1934)], welche die Dismutation Brenz- 
traubensiiure—a-Glycerinphosphorsiiure an ‘Tumorgeweben studierten. 





=: : So ee. 
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Zunichst haben wir ermitteln wollen, ob auch im Gehirn- 
extrakt die Bedingungen fir eine Dismutation zwischen Brenz- 
traubensiure und Triosephosphat vorhanden sind. Meyerhof und 
KieBling haben es wahrscheinlich gemacht, daB diese Reaktion 
als ein Zwischenvorgang bei der Muskelglykolyse eintritt, indem 
sie u. a. zeigten, daB im Fluorid vergifteten Muskelextrakt eine 
Umsetzung der Brenztraubensiiure und des Hexosediphosphates in 
Milchsiure und schwerhydrolysierbare Ester (Phosphoglycerinsiure) 
stattfand. Aus dem Versuch 11 geht hervor, daf dies auch im 
Gehirnextrakt der Fall ist; Parallelversuche mit Muskelextrakt 
haben gezeigt, daB die Umsetzungsgeschwindigkeiten von der gleichen 
GréBenordnung sind. 

Versuch 11. 


2,0 eem Acetonpulverextrakt (der angewandte Muskelextrakt in gleicher 
Weise dargestellt wie der Gehirnextrakt, vgl. Methodik; zu 10 ccm Extrakt 
1cem 0,1 m-Phosphatpuffer, py = 7,4) + 1,0 ccm Zusiitze, enthaltend 7,5 mg 
Brenztraubensiiure, 22 mg Na-Hexosediphosphat, 0,15 ccm m/3-NaF und 
0,2 mg Co-Zymase. Incubationszeit 1 Stunde bei 20°. 





Gebildetes 


Gebildete | schwer hydro- 

Extrakt + Puffer + Milchsiure | lysierbares P 
in y/cem In y/eem 
(Piso — Po) 








A. Gehirnextrakt. 














Co-Zymase + Hexosediphosphat ... . 120 — 
Co-Zymase + Hexosediphosphat + NaF . 0 190 
Brenztraubensiiure + NaF ...... ‘ 55 — 
Co-Zymase + Hexosediphosphat + Brenz- 
traubensiiure + NaF. ........ 290 250 
B. Muskelextrakt. 
Co-Zymase + Hexosediphosphat ... . 18 
Co-Zymase + Hexosediphosphat + NaF . 0 280 
Brenztraubensiiure + NaF ....... 90 ~- 
Co-Zymase + Hexosediphosphat + Brenz- 
traubensiiure + NaF. ........ 540 230 
Zusammenfassung. 


Zu der in dieser Arbeit behandelten Frage, ob im Siugetier- 
gehirn die Kohlenhydrate auf einem grundsitzlich anderen Weg 
abgebaut werden als auf dem fiir Muskel nachgewiesenen, ob 
nimlich (im Sinne von Ashford und Holmes) im Gehirn der 
Kohlenhydratabbau ohne Vermittlung von Phosphatestern 
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verliuft, ergab sich (fiir zellfreie Gehirnextrakte von Kalb, Kanin- 
chen und Ratte) folgendes: 


1. Versuche, das anorganische Phosphat aus den glykolytisch 
wirksamen Extrakten zu entfernen, sei es durch Dialyse, sei es 
durch Fillung mit Ca, zeigten, da8 die Mitwirkung des Phosphates 
notwendig ist; der Phosphatbedarf hat sich aber kleiner erwiesen 
als bei der Muskelglykolyse. 

Da diese Versuche zu keiner Entscheidung gefiihrt haben, ob 
die Gehirnglykolyse ohne Mitwirkung von Phosphat verlaufen kann, 
wurde auf einem anderen Weg vorgegangen: 

2. Im Extrakt von Kalbshirn findet in Gegenwart von NaF 
eine Umsetzung von Brenztraubensiiure mit Hexosediphosphorsiure 
in Milchsiure und schwerdialysierbare Ester (Phosphoglycerin- 
siiure) statt, wie dies auch im Muskelextrakt der Fall ist. Der 
Umstand, daB der als Zwischenreaktion der Muskelglykolyse er- 
wiesene Vorgang (Meyerhof und KieBling) auch bei der Gehirn- 
glykolyse eintritt, 148t den Schlu8 zu, daB auch bei der Gehirn- 
glykolyse Phosphorsiureester als Zwischenprodukte beteiligt sind. 

3. Co-Zymase, thermoinaktivierte Co-Zymase, Adenylsiure 
und Adenosintriphosphorsiure, welche bei der Muskelglykolyse 
die Umphosphorylierung vermitteln, sind auch bei der Gehirn- 
glykolyse wirksam. 

4, Substrate der Gehirnglykolyse sind besonders Glucose und 
Fructose, in geringerem und wechselndem Grad Glykogen. Hier 
zeigt sich die friiher schon mehrfach betonte Analogie (vgl. Boy- 
land) der Gehirnglykolyse mit der Glykolyse in Tumoren. 

5, Glutathion vermag allein, ohne Zusatz der Phosphatiiber- 
triiger (Co-Zymase oder Adenosintriphosphat) das Enzymsystem 
der Gehirnglykolyse nicht zu aktivieren. 





Berichtigung 


zur Arbeit W. Koschara ,,Isolierung eines gelben Farbstoffs 
(Uropterin) aus Menschenharn“. Diese Z. Bd. 240, 8. 127 (1936). 


Auf S, 137, 9. Zeile von oben statt ,,Harnfarbstoff krystallisiert“ 
lies ,,.Xanthopterin krystallisiert“ 

und 10. Zeile von oben statt Wiederholungszeichen (,,) 
lies ,,Harnfarbstoff krystallisiert“. 


W. Koschara. 
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